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De par son importance économique, l~ffevea btra,iX.i.etid, un arbre 
tropical appartenant à la famille des Euphorbiacées, a fait l'objet 
de nombreuses études en relation avec la production de caoutchouc. En 
effet, le latex récolté en incisant l'écorce (ce qui correspond à 
saigner l'arbre) constitue la principale source de caoutchouc naturel. 
Malgré les progrès certains caractérisant la chimie des poly- 
isoprénoïdes de synthèse, il n'a pas été possible encore de remplacer 
totalement le caoutchouc naturel par un produit de substitution de 
qualité équivalente à un coût moindre. 
Mais, ce n'est pas là le seul intérêt du latex d'ff&Vea bhtid!.ien- 
a&. Ses propriétés biologiques en font un matériel végétal particuliè- 
rement intéressant notamment pour étudier les caractéristiques d'un 
organite subcellulaire. Il s'agit d'un compartiment vacuolaire présen- 
tant des caractéristiques lysosomales (S. PUJARNISCLE, 1968 ; 
D. RIBAILLIER et al, 1971). 
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1 - L’ORIGINE DU LATEX. LA MISE EN PLACE DES LATICIFERES ET LEUR 
ONTOGENESE. 
Le latex d'ff&Vw bhc%iA!.i~titi est contenu dans des vaisseaux 
anastomosés présents dans tous les organes de la plante, ce qui l'oppose 
à celui des Apocynacées, des Asclépiadacées, des Moracées, des Urtica- 
cées et de certaines Euphorbiacées, oïï il se trouve enfermé dans une 
immense vacuole contenue dans un tube simple au protoplasme très ré- 
duit (F. MARTY, 1968 ; W.A. SOUTHORN, 1961 et 1964.) 
Les laticifères sont des productions libériennes, se formant 
au niveau de l'écorce du tronc. Certes, il existe une certaine variabi- 
lité structurale fonction de nombreux facteurs (age de l'arbre, type du 
clone, rythme des saisons, multiplicité des saignées, état du panneau 
de saignée,...). Mais, si l'on considère la structure type décrite par 
C. HEBANT et E. DE FAY (1980), le cambium s'accroît de façon rythmique. 
Dans la zone située près du cambium, au sein d'un phloème secondaire, 
se trouvent une couche étroite de phloème conducteur, caractérisé par 
un ensemble de tubes criblés fonctionnels, puis une couche de phloème 
non actif où les tubes criblés s'avèrent écrasés. Les vaisseaux latici- 
fères sont produits rythmiquement au sein de ce phloème. Seulement, un 
nombre limité d'anneaux de vaisseaux laticifères (2 à 6) est observé 
au sein de la zone de phloème conducteur. Il est nettement plus impor- 
tant (25 à 35) dans le phloème externe non conducteur. La majorité des 
laticifères se trouvent dans la zone des tubes criblés écrasés. Ils se 
répartissent en des manteaux concentriques reliés spatialement les 
uns aux autres par des rayons multisëriés existant autant 
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dans le phloème que dans le xylème. La présence de ces rayons est fon- 
damentale dans l'alimentation des laticifères. Il existerait un transit 
vertical assuré par les vaisseaux du xylème (eau, ions) et les tubes 
criblés du phloème (assimilats) et un transit horizontal où seraient 
impliqués ces rayons (C. HEBANT et E. DE FAY, 1980). 
Initialement, les jeunes laticifères sont formés de cellules 
courtes, où l'on trouve, à côté de constituants normaux de toute cel- 
lule végétale (noyaux, microsornes, mitochondries, ribosomes,...) tout 
un ensemble de structures qui leur sont spécifiques, les lutoïdes et 
les particules de Frey-Wyssling (W. BOBILIOFF, 1923 ; E.H. ANDPEWS et 
P.B. DICKENSON, 1961 a et b ; P.B. DICKENSON, 1965 et 1969). Par la 
suite, les parois transversales des cellules laticifères disparaissent 
et les cytoplasmes fusionnent pour constituer des systèmes anastomosés 
décrits comme formant le manteau laticifère. L'évolution de ce tissu 
laticifère aboutira à des vaisseaux plus agés ne contenant plus que 
des particules de caoutchouc (P.B. DICKENSON, 1965 et 1969). 
Le fait de saigner périodiquement un arbre constitue un aspect 
non naturel de la récolte du latex. Il conduit inévitablement à modi- 
fier la régénération de l'écorce voire à l'altérer de telle façon qu'à 
l'extrême, il ne s'écoule plus aucun latex des laticifères. Le phéno- 
mène de l'encoche sèche apparaît. Diverses recherches visent aujourd' 
hui à réduire son incidence économique. 
Ainsi, le latex, obtenu par saignée, en effectuant une encoche 
dans l'écorce de l'arbre, correspond au cytoplasme fluide des vais- 
seaux laticifères les plus superficiels (E.H. ANDPEWS et P.B. DICKEN- 
SON, 1961 a et b ; E.G. COCKBAIN et W.A. SOUTHORN, 1962 ; P.B. DICKEN- 
SON, 1965 et 1969). 
Mais, comme le souligne F. HALLE (1977), le latex provenant de 
la saignée, est un mélange de constituants à des stades ontogéniques 
différents qui, par conséquent, ont des caractères histologiques et 
biologiques très variés. Par ailleurs, il contient aussi des consti- 
tuants d'origine cellulaires diverses (tannins, sève élaborée...). 
C'est un point essentiel souvent oublié. 
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II - LA COMPOSITION MORPHOLOGIQUE DU LATEX. 
Par un moyen simple, ne nécessitant aucune intervention drastique 
détruisant les structures cellulaires présentes dans le cytoplasme, il 
est possible d'obtenir des quantités souvent non limitantes de cytoplas- 
me. Aussi, ne faut-il pas s'étonner que ce matériel biologique ait 
fait l'objet de nombreuses études autant morphologiques que biochimi- 
quesI en relation ou non avec la synthèse du caoutchouc (voir le Col- 
loque sur la Physiologie du latex d'ffk?VU bhcdl.ietiA, 9-10 septembre 
1975, Montpellier, ou les différents Proceedings of the Natural Rubber 
Research Conference, Kuala-Lumpur, 1960, 1968 et 1975). 
Depuis les travaux de A.S. COOK et B.C. SEKHAR (1955) qui ont 
séparé trois phases par centrifugation du latex, des études morpholo- 
giques faites en microscopie électronique ont permis de décrire l'en- 
semble des organites qu'il contient (E-H. ANDREWS et P.B. DICKENSON, 
1961 a et b ; P.B. DICKENSON, 1965 et 1969 ; C. HEBANT et E. DE FAY, 
1980) . 
On y trouve : 
- Les particules de caoutchouc, 
Elles représentent 30 à 40 '0 de la masse et 60 % du volume 
de latex frais. Elles ont la forme de sphérules dont la 
taille varie de 0,03 à 3pm. Elles seraient entourées d'un 
mince film phospholipoprotéique (J-R. RICHES et E.G.B. 
GOODING, 1952) voire gluco-phospho-lipoprotéique (C. HEBANT 
et E. DE FAYE, 1980). 
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- Les Lutoïdes, 
Découverts par L.N.S. HOM!S et G.E. VAN GILS (1949), ils 
représentent 10 à 20 % de la masse et environ 15 à 20 00 du 
volume de latex frais. Leur taille varie de 1 à 15 um. Ils 
sont limités par une membrane simple de 8 à 10 nm d'épais- 
seur (E-H. ANDREWS et P.B. DICKENSON, 1961 a et b ; 
P.B. DICKENSON, 1965 et 1969 ; J.B. GOMEZ et W.A. SOUTHORN, 
1969) . 
Comme le souligne M. COUPE (19771, des organites analogues 
ont été décrits dans la plupart des plantes à latex exami- 
nés jusqu'à ce jour (H. MOLISCH, 1901 ; J. RUINEN, 1950 a 
et b ; W.A. SOUTHORN, 1964 ; W. SOUTHORN, 1961 ; F. MARTY, 
1968, 1971 et 1978). 
- Les particules de Frey-Wyssling, 
Elles ont été découvertes par A. FREY-WYSSLING (1929). Elles 
représentent 1 à 3 '0 du volume total du latex. Leur taille 
varie de 1 à 3 urn. Elles contiennent des inclusions de caro- 
ténoïdes qui leur sont spécifiques et qui leur donnent cet- 
te coloration jaune caractéristique. Elles sont délimitées 
par une double membrane, dont le feuillet interne engendre 
des invaginations complexes (P.B. DICKENSON, 1965 et 1969). 
- Les Ribosomes, 
Leur isolement, sous forme de polysomes (M. COUPE et 
J. D'AUZAC, 19721, a permis d'analyser les caractéristiques 
de la synthèse proteique qu'ils sont capables de catalyser 
(M. COUPE et J. D'AUZAC, 1974 a) dans les conditions con- 
nues pour augmenter la productivité de l'ff&V&X bhtitiem& 
(M. COUPE et al., 1976 ; M. COUPE et C. LAMBERT, 1977 ; 
M. COUPE, 1977). 
- Les autres organites du latex, 
A en croire les travaux de P.B. DICKENSON (1969), les noyaux 
et les mitochondries existent dans les jeunes laticifères. 
Mais, au cours de leur ontogénèse, ils disparaissent en par- 
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tie et le reste se confine dans un cytoplasme pariétal vis- 
queux (C. HEBANT et E. DE FAYE, 1980). Ils sont rarement 
présents dans le latex récolté lors de la saignée. J. TUOY 
(1969) a caractérisé quelques noyaux en dosant 1'ADN. J. 
D'AUZAC (1965) et S. PUJAPNISCLE (1968 et 1971) ont discer- 
né quelques mitochondries par mise en évidence d'activités 
enzymatiques liées au cycle de Krebs et d'activité 
cytochrome-oxydase. La présence d'activité catalase et d'ac- 
tivité peroxydase pose le problème de l'existence des pero- 
xysomes (14. COUPE et al., 1972). 
Finalement, le latex obtenu par saignée correspond au cytoplas- 
me fluide d'un syncytium laticifère ne contenant essentiellement que 
les organites qui lui sont spécifiques : les particules de caoutchouc, 
les lutoïdes et les particules de Frey-Wyssling. 
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III - LE CARACTERE VACUO-LYSOSOMAL DES LUTOIDES. 
Ces lutoides ont fait l'objet de nombreuses études. Ils consti- 
tuent dans ie latex d'ffevea bhc&LLetih un vacuome polydispersé à 
caractère lysosomal (S. PUJARNISCLE, 1965, 1966, 1968 et 1971 ; 
D. RIBAILLIER et al., 1971). On retrouve cette dualité de la fonction 
vacuolaire qui a fait de nombreuses polémiques en son temps (P. MATILE, 
1969 et 1978 ; P.B. GAHAN, 1973). 
A. LA FONCTION LYSOSOMALE 
L'équipement enzymatique des lutoïdes devient particulièrement 
bien connu depuis les études initiées par R.H. SMITH (1953) caractéri- 
sant une activité phospholipase. Elles ont été poursuivies par 
B.L. ARCHER et al. (1969) découvrant une activité adénosine-ribohydro- 
lase et une activité phosphatase acide ou par S.J. TATA et al. (1976) 
mettant en évidence une activité lysozyme. Elles ont été continuées par 
S. PUJARNISCLE (1965, 1966, 1968 et 1971) identifiant un large spectre 
d'activités hydrolases acides (phosphatase, phosphodiesterase, $-gluco- 
sidase, fi-galactosidase, B-N-acétyl-glucosaminidase, cathepsine, ribo- 
nucléase, déoxyribonucléase, phospholipase D, différentes estérases non 
spécifiques). En effet, l'optimum d'activité est obtenu vers pH 3,6 
pour la cathepsine, vers pH 5,0 pour la phosphatase acide et pour la 
fi-N-acetyl-glucosamiidase, vers pH 5,5 pour la B-galactosidase et 
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pour la ribonucléase acide, vers pH 6,0 pour la phosphodiestérase et 
' pour la deoxyribonucléase et vers pH 7,0 pour la B-glucosidase. Cer- 
taines d'entre-elles ont même été isolées (J.L. JACOB et N. SONTAG, 
1974 ; S.J. TATA et al., 1976). 
Toutes ces activités hydrolytiques sont sous forme latente dans 
ces organites. Elles ne peuvent être révélées que dans la mesure où la 
membrane limitante est rompue, soit par traitement avec un détergent 
non ionique (Triton X-100 ou x-114), soit par choc osmotique par 
exposition dans un milieu hypotonique (S. PUJARNISCLE, 1968). 
Les lutoldes ne s'avèrent donc pas différents des vacuoles iso- 
lées de protoplastes de SUcchalrVl?1&/&33 ctieV&iiae voire de tissus végé- 
taux supérieurs. 
En effet, la plupart des connaissances sur la composition enzyma- 
tique des vacuoles proviennent d'études faites sur des champignons uni- 
cellulaires comme Sacchcutumyce,s ce,uwL&La~ ou N~LULV~~VILU matha. TOU- 
tefois, le développement des techniques introduites par E.C. COCKING 
(1960) pour engendrer des protoplastes et par G.J. WAGNER et H.N. 
SIEGELMAN (1975) pour en isoler les vacuoles a permis de généraliser 
ces résultats aux tissus des végétaux supérieurs. Aussi, ne faut-il 
pas être surpris outre-mesure si, à partir de toutes les données ré- 
centes concernant la compartimentation des activités enzymatiques dans 
la cellule végétale, P. MATILE en a conclu que le vacuome p0UVai.t être 
comparé directement au compartiment lysosomal des cellules animales 
(P. MATILE, 1969, 1975 et 1978 ; P. MATILE et A. WIEMKEN, 1976). 
C'est une conclusion à laquelle S. PUJARNISCLE était parvenu dans son 
étude faite dans les lutoïdes du latex d'ffeVeU btttikk&ti& dès 1968. 
On remarquera l'existence d'une activité peroxydase dans le com- 
partiment lutoidique (M. COUPE et al., 1972), La localisation vacuo- 
laire de cette activité enzymatique est originale. Elle a été longtemps 
contestée pour les autres tissus végétaux. Mais, c'est maintenant un 
fait bien établi, soit par isolement direct des vacuoles (P. PARISH, 
1975 a et b ; T. BOLLER et M. KENDE, 1979 ; K. GROB et P. MATILE, 
19801, soit par localisation cytochimique (N. POUX, 1969 et 1974 ; 
Y. CZANINSKI et A.M. CATESSON, 1969 ; F. MARTY, 1971 et 1978 ; 
F. MARTY et D. BRANTON, 1980). 
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B. LA FONCTION VACVOLAIRE 
Cette fonction vacuolaire du compartiment lutoïdique, suggérée 
par L.K. WIERSUM (1957), a été caractérisée par de nombreuses études 
autant morphologiques que biochimiques. Ces études permettent de re- 
trouver les propriétés caractéristiques d'un vacuome : 
- la membrane lutoïdique présente une hémiperméabilité par- 
tielle, associée à une perméabilité sélective, 
- elle maintient la turgescence cellulaire liée aux phéno- 
mènes osmotiques d'entrée d'eau, 
- ce compartiment assure une fonction détoxifiante vis-à- 
vis de certains produits du métabolisme en les accumulant, 
- il réalise une fonction de stockage de réserves, suscep- 
tible d'être mobilisées ultérieurement. 
Nous ne chercherons pas à être exhaustif. Cependant, nous dévelop- 
perons ces deux derniers points. 
1) La fonction détoxifiante 
Cette fonction détoxifiante vis-à-vis de certains produits du 
métabolisme ou de molécules éxogènes a été décrite maintes fois. 
Ainsi, B.L. ARCHER et al. (1969) démontrent que les lutoides 
sont capables d'accumuler l'ergothionéine absorbée dans le sol par les 
racines d't(evea b~a.td.ie~~. Toutefois, ce n'est pas spécifique des 
lutoïdes. La couleur jaunâtre des iodoblastes des tissus de Macleaya 
cahdcti% est dûe à la sanguinarine localisée dans les vacuoles (D. 
NEUMANN et E. MULLER, 1967). La nicotine se retrouve intégralement 
dans le vacuome de Nhmtiam huatica (J.A. SAUNDERS, 1979). L'essentiel 
de la morphine du latex de Papavm aumm~~e.&um est contenue dans le com- 
partiment vacuolaire (J.W. FAIRBAIRN et al., 1974), 
Les résultats obtenus depuis les travaux de D. RIBAILLIER et al. 
(1971) montrent une compartimentation extrêmement marquée de certains 
effecteurs voire de métabolites intermédiaires dans le latex d'ff&VeU 
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bhc&Xienh-ih . 
2) La compartimentation des acides organiques, des amino-acides 
et des ions dans le latex d’ftevea bha&iLicti~. 
Comme l'indiquent les travaux de D. RIBAILLIER (1972), les acides 
organiques et les acides aminés sont en larges quantités dans les 
lutoides. Les glucides ne le semblent pas. 
- les acides organiques, 
Les acides malique et citrique représentent plus de 90 % 
du pool des acides organiques trouvé dans le latex d'ffeVeU bhtifietid 
(J. D'AUZAC et S. PUJARNISCLE (1959) cité dans D. RIBAILLIER et al. 
(1971) ). Mais, seul l'acide citrique s'accumule dans le compartiment 
lutoïdique, l'acide malique se répartissant à peu près également dans 
les compartiments lutoidique et cytoplasmique. Cette compartimentation 
des acides organiques est une propriété caractéristique du vacuome 
végétal. 
Le tonoplaste sépare, dans la cellule végétale, un espace 
où s'accumulent les acides organiques, le vacuome, d'un espace où se 
situent des activités enzymatiques souvent sensibles au pH acide. 
Rappelons que, dans le latex d'ffeV&X bh~iA?.i~n&&, on a établi des cor- 
rélations entre la production de caoutchouc et l'amplitude du gradient 
transmembranaire de pH existant au niveau du compartiment vacuolaire 
(M. COUPE et al., 1978 ; J. BRZOZOFISKA et al., 1979). Par ailleurs, 
diverses enzymes intervenant dans la synthèse isoprénique (invertase, 
pyruvate-decarboxylase, p hospho-énol-pyruvate-carboxylase,...) sont 
sensibles au pH cytoplasmique et à sa variation dans une gamme de va- 
leurs très restreinte. 
Parmi les acides organiques trouvés dans le vacuome végétal, 
on rencontre l'acide citrique, l'acide malique, l'acide oxalique et 
l'acide isocitrique (G-J. WAGNER, 1979 a). L'accumulation vacuolaire 
de l'acide malique est un phénomène très bien étudié chez les plantes 
crassuléacéennes comme Bhtyophy.4Xu.m dtic.Jh@nonZiunum ou Kdancho~ dti- 
gh&?loJ%?%X. C'est une observation obtenue, soit par analyse compartimen- 
tale (M. KLUGE et B. HEININGER, 1973), soit par analyse du contenu de 
vacuoles isolées à partir de protoplastes de tissus foliaires (C. BUSER 
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et P. MATILE, 1977 ;...). 
- les amino-acides, 
Dans le latex d'ffevQ.U bhcUd%titi, si la concentration 
globale en amino-acides se trouve identique dans les compartiments 
lutoïdique et cytoplasmique, il existe une différence fondamentale 
dans la distribution des amino-acides contenus dans ces deux compar- 
timents (J. BRZOZOWSKA, P. HANOWER et R. CHEZEAU, 1974). Ainsi, l'aci- 
de glutamique et son amide, l'alanine et l'acide aspartique représen- 
tent 81 % du pool cytoplasmique. Toutefois, les lutoïdes se distinguent 
par une forte proportion d'amino-acides basiques, équivalent à plus de 
50 % de la teneur globale. Par conséquent, un gradient de concentra- 
tion important existe entre les deux compartiments au niveau des com- 
posés basiques, leur concentration dans les lutoïdes étant de 5 fois 
(lysine) à 20 fois (acide a,y - diamino-butyrique) supérieures à celle 
trouvée dans le cytoplasme. 
Une telle compartimentation des amino-acides a été démontrée 
chez ~UcchatromycQil CeJLevtiiae (K.J. INDGE, 1968 a et b ; A. WIEMKEN et 
P. NURSE, 1973 ; A. WIEMKEN et M. DURR, 1974), chez Neuharipahu chcb56a 
(E. MARTINOIA et al., 1979) ou de Candidu uti (0. HUBER-WALCHLI et 
A. WIEMKEN, 1979). Dans la plupart des cas, l'essentiel de l'ornithine 
et de l'arginine voire de la citrulline se retrouvent dans le vacuome 
alors que la proline et la glycine se répartissent de façon égale dans 
les compartiments vacuolaire et cytoplasmique. 
Les données expérimentales concernant le vacuome de tissus 
de végétaux supérieurs sont peu nombreuses. Elles sont souvent contra- 
dictoires lorsqu'elles existent (G-J. WAGNER, 1979 a et b). Nous n'en 
ferons donc pas mention. 
- les ions, 
La compartimentation peut affecter aussi des substances 
inorganiques. Ainsi, pour le latex d'k/eV&% bh~ihetii.h, D. RIBAILLIER 
et al. (1971) ont effectué des analyses quantitatives sur la distri- 
bution de quelques ions inorganiques entre le cytoplasme et les lu- 
toides. Le plus grand facteur d'accumulation est observé pour le ma- 
gnésium. Toutefois, le Ca'+ et le Ca2+ sont également accumulés dans 
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le vacuome à un moindre degré. Pour cequiest du potassium, il est uni- 
formément distribué de part et d'autre de la membrane lutoidique (cf 
tableau 8.1.). Ces données expérimentales ne sont pas sans importance 
quand on connaît leur impact sur la régulation d'un certain nombre 
d'activités enzymatiques présentes dans le cytoplasme (cf Colloque sur 
la Physiologie du Latex d'fiW&U bhc%LLkti&, 1977). Par ailleurs, il 
existe un contenu relativement important en phosphate acide-soluble 
dans les lutoïdes. Le facteur d'accumulation observé est de l'ordre de 
8,7 (D. RIBAILLIER et al., 1971). Mais, la nature de ce phosphate n'est 
pas définie. 
Les études menées sur le vacuome de SacchcuramycQn cU~W~,&~CL~ 
montrent que celui-ci contient surtout un polyphosphate dont le rôle 
est essentiel dans le processus d'accumulation des cations (K.J. INDGE, 
1968 b ; K. URECH et al., 1978). 
Notre propos n'est pas d'être exhaustif. Des études particu- 
lièrement approfondies sur la compartimentation ionique dans les cel- 
lules végétales ont été faites (E.A.C. Mc ROBBIE, 1970, 1971, 1975, 
et 1977). Nous le mentionnons car elles constituent des références fon- 
damentales auxquelles chacun peut se reporter, le cas échéant. Nousne 
nous attachons qu'à démontrer ici la similitude existant entre les 
lutoides et le vacuome des végétaux supérieurs. 
On fera une remarque particulière sur un travail d'E. MAR- 
TINOIA et al. (1981). Ces auteurs considèrent le vacuome isolé de 
feuilles d'orge comme le site préférentiel de l'accumulation intra- 
cellulaire de nitrate. Il semblerait qu'il en soit de même pour le 
latex (J.L. JACOB, communication personnelle). Cette observation cons- 
titue un autre point de convergence entre les lutoïdes et le vacuome 
végétal. 
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IV - LES CARACTERES DE LA MEMBRANE LUTOIDIQUE. 
Peu de choses sont connues sur les propriétés du tonoplaste des 
cellules végétales. La plupart des données expérimentales, dont nous 
disposons actuellement, proviennent des levures mais aussi du latex 
dl /-tema bhc&Xkmih . 
A. LA COMPOSITION LIPIDIQUE DE LA MEMBRANE LUTOIDIQUE ET SES CONSEQUEN- 
CES. 
Ainsi que le révèle P. MATILE (1978), les propriétés du tono- 
plaste et du plasmalemme semblent différer considérablement. Elles 
concernent, par exemple, la stabilité des protoplastes et des vacuoles 
en fonction du pH et de l'osmolarité du milieu. Elles ne sont pas 
également sensibles aux antibiotiques polyéniques et aux polycations. 
Par ailleurs, non seulement le contenu en lipides mais aussi la 
composition phospholipidique varient entre le plasmalemme et le tono- 
plaste. Le tonoplaste isolé de Sacehcutomycen ceJ@vi.&iae s'avère pauvre 
en stérols, plus particulièrement en ergostérol, et riche en phospholi- 
pides, avec une grande proportion d'acides gras insaturés (R. KRAMER 
et al., 1978). Le phospholipide le plus représenté est le phosphatidyl- 
stérol. Cette composition expliquerait en partie la résistance de cette 
membrane à la nystatine mais aussi sa remarquable élasticité (W. NIE- 
DERMEYER et al., 1976 a et b ; J. SCHWENCKE et al., 1976). 
En cela, ce tonoplaste s'oppose à la membrane lutoïdique du latex 
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d’tfevea bmtietid, qui est sensible au choc hypotonique (S. PUJAR- 
NISCLE, 1969). Mais, sa composition lipidique est particulière et ori- 
ginale. Elle se montre complètement dépourvue de phosphatidyl-choline 
et de phosphatidyl-éthanolamine, deux phospholipides azotés générale- 
ment bien représentés dans le règne végétal. Ce contenu contraste avec 
celui décrit pour la membrane vacuolaire de B&&X VU&CU?%5 (F. MARTY 
et D. BRANTON, 1980). Par contre, la membrane lutoïdique est très riche 
en acide phosphatidique (J. DUPONT et al., 1976). Cet acide phosphati- 
dique représente plus de 80 '0 de la masse totale des phospholipides. 
Près de la moitié des acides gras estérifiant cet acide sont saturés. 
Ce sont essentiellement les acides palmitique et stéarique , le reste 
étant représenté par les acides oléique et linoléique. L'acide linolé- 
nique en est absent. 
Une telle composition de la membrane lutoïdique rend compte d'un 
certain nombre de propriétés connues. D'une part, la grande teneur 
en acide phosphatidique lui confère une charge électronégative très 
élevée qui permet ainsi aux lutoïdes de rester en suspension dans le 
latex, à l'intérieur des vaisseaux laticifëres, les particules de 
caoutchouc étant eux-mêmes chargées négativement. La neutralisation 
partielle de cette charge serait à l'origine du processus de coagula- 
tion. Mais, il s'agit là d'un phénomène complexe faisant intervenir 
plusieurs processus différents (P. HANOWER et al., 1976). D'autre part, 
l'accumulation de certains cations (Mg2', Ca2+,...) dans le milieu 
vacuolaire peut être facilitée par la présence de ce phospholipide 
acide, comme cela a été suggéré par ailleurs (L. SCHLATZ et G.V. MARI- 
NETTI, 1972). Enfin, la teneur relativement élevée en acides gras sa- 
turés (palmitique et stéarique) de la membrane lutoidique semble com- 
parable à celle de la membrane externe des mitochondries végétales ou 
de l'enveloppe des chloroplastes (R. DOUCE et al., 1978). Elle peut 
expliquer dans une certaine mesure la relative rigidité de la membrane 
des lutoïdes caractérisée par J.B. GOMEZ et W.A. SOUTHORN, (1969) en 
microscopie électronique. De plus, la grande fragilité des lutoïdes 
lorsqu'ils sont exposés dans un milieu hypotomique, trouverait son 
interprétation dans un manque de fluidité de la membrane, dû à une 
trop grande richesse en acides gras saturés. 
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B. LA PRESENCE D'ACTIVITES ENZYM4TIQUES CONSTITUTIVES. 
La caractéristique de ce tonoplaste semble être la présence d'un 
certain nombre d'activités enzymatiques constitutives, éléments à part 
entière de cette membrane. 
Parmi ces activités membranaires, on notera la NADH-cytochrome 
c-réductase, 1'ATPase et l'a-mannosidase. 
1) L'activité NADH - cytochrome c-réduetase. 
La distribution de l'activité NADH-cytochrome c-réductase dans 
le latex d'ffevea b/tcxdLLetih est rigoureusement parallële à celle 
de la phosphatase acide, ce qui implique que cette activité oxydo- 
réductase se trouve étroitement associée aux lutoïdes (F. MOREAU et 
al., 1975). Le choc osmotique, par exposition dans un milieu hypotomi- 
cv-=, en démontre sa nature membranaire. 
Dès 1968, P. MATILE avait considéré une telle activité comme un 
marqueur possible du tonoplaste de la cellule végétale bien qu'elle 
puisse se retrouver au niveau du reticulum endoplasmique, de la mem- 
brane nucléaire voire de la membrane mitochondriale externe. Si, pour 
les lutoïdes, la situation n'est pas ambigiie, il n'en est pas de même 
pour le vacuome isolé des autres cellules végétales. Les résultats sont 
contradictoires. Pour certains auteurs, cette activité serait effecti- 
vement associée au tonoplaste (R.A. LEIGH et D. BRANTON, 1976 ; P. MA- 
TILE, 1968 ; P. MATILE et A. WIEMKEN, 1967 ; J.A. SAUNDERS, 1979). Par 
contre, d'autres en contestent le bien-fondé (I.J. METTLER et R.T. 
LEONARD, 1979, G-J. WAGNER, 1979 a). 
Dans le cas des lutoïdes et de la membrane lutoïdique, cette ac- 
tivité est insensible à l'antimycine. Elle est spécifique du NADH. Par 
contre, le ferricyanure de potassium peut-être substitué au cytochrome 
c comme accepteur d'électrons. Toutefois, il existe deux cytochromes 
de type b au niveau de cette membrane. L'un, connu comme le cytochrome 
b563r est partiellement réduit par le NADH mais il est insensible au 
NADPH, L'autre, caractérisé comme le cytochrome b561, est réduit uni- 
quement par l'hydrosulfite. Par contre, il n'y a pas de traces de cyto- 
chrome P450. Si un tel système d'oxydo-réduction (la NADH-cytochrome 
b5- oxydo-réductase) peut être rapproché de celui observé au niveau 
des microsornes végétaux ou animaux (P. STRITTMATTER et S.F. VELICK, 
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1957 ; R.P. RICH et D.S. BENDALL, 19751, il en manquerait l'élément 
< qui lui est associé, la NADPH-cytochrome P450-réductase. 
21 L'aetivitB ATPase. 
Le fait le plus important semble être la caractérisation, de 
fagon non ambigiie, au niveau de la membrane lutoidique, de l'activité 
ATPase (J. D'AUZAC, 1975 et 1977). Elle a été dissociée d'une activité 
phosphatase acide, contaminante, capable d'hydrolyser l'ATP, par l'em- 
ploi d'un inhibiteur spécifique de cette hydrolase, le molybdate d'am- 
monium. Cette approche s'est généralisée. Elle a été employée avec 
succès sur le tonoplaste de tissus racinaires de B&U Vl..&gah.& (A. 
ADMON, B. JACOBY et E.E. GOLDSCHMIDT, 1980 b ; B. JACOBY, communication 
personnelle ; R.A. LEIGH et R.R. WALKER, 1980). 
La mise en évidence d'une activité ATPase associée aux membranes 
vacuolaires est essentielle dans la mesure où elle peut intervenir 
dans un quelconque processus d'énergisation membranaire. Elle peut 
dès lors être impliquée dans un processus de transport nécessitant 
une source d'énergie (J. D'AUZAC, 1978). 
Une activité ATPase a été également détectée au niveau des tono- 
plastes isolés des protoplastes de T&+a hp.et d'ff$p&&&um np. 
(W. LIN et al., 1977) voire de N~co;t)tuna hudca (J.A. SAUNDERS, 1979). 
Elle est suggérée pour les tissus racinaires de Betu. Vl&gCUL& (S. 
DOLL et al., 1979). Les récents résultats d'A. ADMON et al. (1980) et 
de R.A. LEIGH et al. (1980) le confirment. 
Dans la plupart des cas, cette activité présente un pH optimum 
vers 6,0, contrastant avec les résultats de J.D'AUZAC (19771, indi- 
quant une valeur variant entre 6,5 et 7,75 selon la nature du milieu 
(phosphate de potassium ou tris). Notons cependant que B. JACOBY (com- 
munication personnelle) et R.A. LEIGH et R.A. WALKER (1980) ont trouvé, 
pour leur part, respectivement une valeur de 7,5 pour un milieu tris et 
de 8,0 pour un milieu tris-M-E-S. Par ailleurs, elle est activée par 
K+ et Mg2+. Le manque d'effet de l'oligomycine en élimine son éventuel- 
le nature mitochondriale. L'absence d'action du D.E.S. et du vanadate 
en exclut sa nature plasmalemmique. 
Naturellement, sa présence est décelée chez Sacchammqcen CUUL- 
LJddh? (A. WIEMKEN, 1969 et 1975 ; A. WIEMKEN et al., 1979). Ces au- 
teurs séparent deux activités hydrolysant 1'ATP : une première, insen- 
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sible à l'oligomycine et dont le pH optimum est 7,0 et une seconde, 
présentant le même pH optimum, mais insensible à NaN3. De part ces 
propriétés, ils en déduisent que la première serait d'origine tono- 
plastique alors que la seconde serait de nature mitochondriale. Une 
CO-sédimentation des membranes plasmalemmique et mitochondriale avec 
le tonoplaste est toujours possible, ainsi que le suggèrent W. VAN 
DER WILDEN et P. MATILE (1978). Ces auteurs observent une co-sédimen- 
tation, dans la même fraction, d'une activité NADPH-cytochrome c- 
réductase et d'une activité ATPase associée à l'a-mannosidase, une 
activité marqueur du tonoplaste de Sacchahomycu c#wiAiae (w. VAN 
DER WILDEN et al., 1973). Cette fraction contient aussi de 1'ARN ribo- 
somal. Ce résultat est à rapprocher de ceux de B. MARIN (1978) sur 
la membrane lutoidique du latex d'ffevea b~cULLetiA. 
De tels résultats s'inscrivent dans une querelle byzantine. 
Ainsi, 1-J. METTLER et R.T. LEONARD (1979) estiment que cette activi- 
té ATPase tonoplastique est artéfactuelle. L'hydrolyse de 1'ATP serait 
effectuée par une activité phosphatase acide résiduelle qualifiée d'as- 
pécifique. Mais, dans ce travail, aucune tentative particulière n'est 
faite pour l'inhiber et pour savoir dans quelle mesure il n'existe pas 
une activité ATPase potentielle selon la méthodologie introduite par 
J. D'AUZAC (1975). 
3) L’activité a-mannosidase. 
Selon W. VAN DER WILDEN et al. (19731, cette activité enzymati- 
que est typiquement membranaire. Mais, pour les lutoïdes, près de 95 % 
de l'activité se retrouve dans le milieu interne (J. D'AUZAC, 1981). 
Son optimum est obtenu à pH 4,25. 
Le caractère acide de cette hydrolase est manifeste. Seule, sa 
localisation dans le vacuome est ambigüe (T. BOLLER et H. KENDE, 1979 ; 
H. CANUT, 1980 ; E. MARTINOIA et al., 1981). Elle est, soit membranai- 
re, soit soluble. J. D'AUZAC (1981) estime que la présence d'activité 
a-mannosidase au niveau du tonoplaste serait artéfactuelle. 
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C. LA MISE EN EVIDENCE DE TRANSPORTEURS. 
L'existence même d'une compartimentation aboutissant à la mise 
en place d'un gradient transmembranaire de concentration implique un 
processus de transport assuré par un transporteur situé au niveau du 
tonoplaste. Il a été maintes fois suggéré (G.G. LATIES, 1975 ; E.A.C. 
Mc ROBBIE, 1975). Mais, son étude n'est pas simple. La plupart des don- 
nées expérimentales dont nous disposons résultent d'approches indirec- 
tes, pouvant être sophistiquées comme l'analyse compartimentale, faites 
sur des tissus entiers voire des cellules isolées (cf C. GRIGNON, 1974 
ou A.M. PENNARUM, 1980, par exemple). 
Toutefois, avec la préparation des protoplastes, il est devenu 
possible d'isoler le vacuome et d'étudier directement de nombreux 
transporteurs membranaires. 
Cependant, là encore, les travaux effectués sur le vacuome de 
Sacchuhamycu c&J~vk&ke voire de Neumspoha chcma mais aussi sur les 
lutoïdes du latex d'ff&Vea bh&!d?.ktiiA demeurent très avancés. 
1) Le transport des amino-acides 
La pénétration d'amino-acides acide (acide glutamique), neutre 
(alanine) et basique (lysine) dans les lutoides du latex d'ffeV&a bha- 
&%kti& a été étudiée (P. HANOWER et al., 1977). Il s'avère que seul 
l'acide glutamique n'est pas accumulé. Les deux autres amino-acides 
sont incorporés. Par la suite, ce type de recherches a été mené essen- 
tiellement sur la lysine et sur l'arginine. 
Ainsi, la lysine se trouve transportée contre un gradient trans- 
membranaire de concentration, en absence de toute source d'énergie mé- 
tabolique, selon un processus linéaire pendant au moins 30 mn. Il suit 
une cinétique michaelienne en fonction de la concentration en lysine 
du milieu extérieur. Par ailleurs, il dépend à la fois de la tempéra- 
ture et du pH. 
L'incorporation de la lysine est importante à un pH (7,O) où la 
quasi-totalité des molécules est représentée par la forme trois fois 
ionisée. Son optimum se situe entre 7,5 et 8,5. A titre indicatif, 
l'incorporation de la L-alanine est maximale à pH 6,0. Par conséquent, 
la pénétration serait optimale pour des valeurs situées au voisinage 
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du point iso-électrique des molécules transportées. P. HANOWER et al. 
(1977) en déduisent que les molécules à charges compensées pénètrent 
mieux la membrane lutoïdique. 
Cette incorporation s'accroît en présence d'ATP. Elle se trouve 
diminuée considérablement en présence de 2,4-dinitrophénol, de chloru- 
re d'ammonium ou de N-éthyl-maléimide. En conséquence, toute modifi- 
cation du gradient transmembranaire de pH entraîne une altération sub- 
séquente de la capacité d'incorporation de l'amino-acide considéré. 
L'ATP, en acidifiant le pH intralutoïdique, en augmente l'amplitude. 
Le chlorure d'ammonium et le 2,4 - DNP le dissipe. Une corrélation en- 
tre l'amplitude de l'incorporation de la lysine et la grandeur du gra- 
dient transmembranaire de pH est établie. L'hypothèse d'un système de 
transport spécifique assurant l'échange couplé entre un proton et une 
molécule de lysine est retenue (P. HANOWER et al., 1977). 
De toute cette étude, on doit en conclure qu'il existe un site 
de transport pour les amino-acides basiques au niveau de la membrane 
lutoidique. La spécificité de ce site est discutée. Ainsi, l'incorpo- 
ration de la L-Lysine se trouve inhibée compétitivement par l'arginine. 
Or, cette inhibition peut être liée non à l'existence d'un seul site 
de transport mais à une compétition possible au niveau de l'énergie 
disponible. 
Ce type de transporteur est décrit au niveau du tonoplaste de 
.%Xcchahamyc~ cQnev&iae (T. BOLLER et al., 1975 ; M. DURR et al., . 
1976 ; M. DURR et al., 1979). L'accumulation de l'arginine est assurée 
par un transporteur médiat situé au niveau de la membrane vacuolaire 
(T. BOLLER et al., 1975 ; M. DURR et al., 1979). Sa nature protéique 
est démontrée (M. DURR et al., 1976). Un tel résultat peut être géné- 
ralisé au tonoplaste de kuhoapoha 0LUn6U (E. MARTINOIA et al., 1979). 
Mais, dans chaque cas, il s'agit d'une perméase commune pour tous les 
amino-acides basiques, dont les caractéristiques diffèrent complëte- 
ment de celle située au niveau du plasmalemme. 
Remarquons que cette accumulation d'arginine par le vacuome de 
SucchutomycQn W,WV~~LCT ne correspondrait pas à un transport actif 
(T. BOLLER et al., 1975). Il n'y a pas d'accumulation nette. En con- 
séquence, une quantité stoechiométrique d'arginine (interne) non mar- 
quée est libérée dans le milieu d'incubation et échangée avec l'argi- 
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nine (externe) radioactive utilisée comme traceur. Aussi, dans cette 
étude de T. BOLLER et a1.(1975), ce qui est considété comme un trans- 
port doit-il être considéré comme un échange au travers du tonoplaste 
bien qu'un gradient de concentration soit maintenu ! Le même phénomène 
est décrit chez %?&p&Coc~~~ doeCUk%, en absence de toute source 
d'énergie (T.D. BROCK et G. MOO-PENN, 1962 ; S.S. ASGHAR, E. LEVIN et 
F.M. LEVIN, 1973). On doit en conclure que seule une partie de l'argi- 
nine vacuolaire peut être échangée, le reste étant présent sous une 
forme non diffusible. Des études faites en dialyse à l'équilibre confir- 
ment cette hypothèse : cette molécule, chargée positivement au pH du 
vacuome, entre en interaction avec un anion polyphosphate (M. DURR et 
al., 1977). Par conséquent, la rétention de l'arginine par le vacuome 
peut s'interpréter en termes d'un équilibre de Donnan. D'où toute une 
série de mécanismes possibles pour expliquer l'accumulation et la ré- 
tention de l'arginine par le vacuome (T. BOLLER , 1977). Dans une de 
ces hypothèses, on peut remarquer la relation entre 1'ATP cytoplasmi- 
que, représentant un couplage électrique d'un influx net d'arginine, 
et la formation d'un polyanion vacuolaire, confirmée par les résultats 
de M. DURR et al. (1979). 
On notera qu'il existe une différence fondamentale dans le méca- 
nisme de l'accumulation des amino-acides basiques entre les lutoïdes, 
constituant le vacuome du latex d'ffW&X btt~fi~v~-l~ (échange couplé 
H+/lysine), et le compartiment vacuolaire de Sacchatamycti cekevibiae 
(influx d'arginine lié à la synthèse de polyphosphate). Toutefois, les 
études sont moins avancées sur les lutoldes. 
2) Le transport des acides organiques 
Le transport des acides organiques au travers de la membrane lu- 
toïdique a été également étudié très en détail (J. D'AUZAC et C. LIO- 
RET, 1974 ; M.C. MONTARDY et C. LAMBERT, 1977). 
J. D'AUZAC et C. LIORET (1974) ont défini un certain nombre de 
propriétés du mécanisme d'absorption du citrate par les lutoïdes, pla- 
cés dans un milieu isotonique non énergétique. Cette incorporation 
thermodépendante suit une cinétique linéaire pendant au moins 30 mn à ' 
température ambiante. Elle s'avère michaëlienne en fonction de la con- 
centration en citrate du milieu extérieur. Par ailleurs, la présence 
d'ATP multiplie par 2 la vitesse d'absorption sans modifier le Km 
apparent de l'incorporation alors que le 2,4-dinitrophénol et la N- 
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éthyl-maléimide inhibent la pénétration du citrate. 
Tous ces résultats sont en faveur de l'existence d'un transpor- 
teur qui peut accumuler autant de citrate (J. D'AUZAC et C. LIORET, 
1974 ; M.C. MONTARDY et C. LAMBERT, 1977) que le succinate ou le mala- 
te (M.C. MONTARDY et C. LAMBERT, 1977). Il pourrait s'agir d'un même 
site pour ces trois acides organiques. Les cinétiques d'absorption 
sont très semblables. Elles correspondent à un transport saturable en 
fonction de la concentration en substrat, avec des valeurs très voisi- 
nes de Km. Ces observations sont compatibles avec l'existence d'un 
système transporteur unique. 
Toutefois, on doit signaler une différence notable au niveau de 
l'optimum de pH observé dans le transport de ces trois acides organi- 
ques. Il est de l'ordre de 7,0 pour le citrate et le malate alors 
qu'il est inférieur à 5,s pour le succinate (M-C. MONTARDY et C. LAM- 
BERT, 1977). Mais, l'ionisation de ces molécules n'est pas identique 
selon le pH du milieu. Par conséquent, l'action du pH peut dès lors 
s'exercer au niveau de l'affinité du substrat pour ce transporteur 
unique. 
Par ailleurs, de tous ces travaux, il se dégage l'idée d'un cou- 
plage du transport du citrate avec le gradient transmembranaire de pH, 
qui existe entre le vacuome et le cytoplasme du latex d'ffevea bht.%Z- 
.&3%6&. Toute modification de ce gradient, induit par le 2,4-dinitro- 
phénol ou par une autre molécule le dissipant, affecte l'incorporation 
du citrate. Quant à l'ATP, son action correspondrait à une augmenta- 
tion de ce dernier, liée à un mouvement de protons (C. LAMBERT, 1975). 
Ce type de travail n'est pas limité au compartiment lutoidique 
du latex d'ffQVQcL bha&&kn&. Ainsi, l'analyse du transport de l'aci- 
de malique a été étudié chez Kcdanchoii dtighmonklana (u. LUTTGE et 
E. BALL, 1979). Le mécanisme de l'accumulation vacuolaire est évoqué. 
La considération des gradients électrochimiques pour les différents 
ions résultant de la dissociation de l'acide malique (i-e. H + , H+ mal- 
et ma12- ) calculés à partir de l'équation de Nernst (en considérant 
le pH et la concentration du malate dans les compartiments cytoplasmi- 
que et vacuolaire) montre qu'il existe un transport actif de H+ et de 
Hmal- du cytoplasme vers la vacuole alors que le ma12- doit être passi- 
vement distribué au niveau du tonoplaste. Les données expérimentales 
d'U. LUTTGE et E. BALL (1979) amènent à suggérer un mécanisme concré- 
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tisant une accumulation active de l'acide malique dans les vacuoles des 
plantes à métabolisme de type crassulacéen. Il correspondrait à un 
mouvement actif de protons couplé avec un mouvement passif de ma12- au 
niveau du tonoplaste par un site transporteur (réalisant une diffusion 
facilitée). Il en résulterait la formation subséquente de Hmal- (2H+ + 
ma12- -f H 
+ 
+ Hmal-) au pH estimé du vacuome. 
De tous ces résultats, on doit conclure à l'existence de sites 
transporteursdes différents acides organiques(acide citrique, acide 
malique, acide succinique,...) au niveau du tonoplaste. Toutefois, 
leur energisation et leur mécanisme restent à connaître. 
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v- CONCLUSIONS : PRESENTATION DU TRAVAIL ET DE SON INTERET. 
Ainsi, dans cette introduction, nous nous sommes efforcés de 
montrer que les travaux développés sur les lutoïdes du latex d'ffeVeU 
bmiLLeti& s'inscrivent dans le cadre général des préoccupations et 
des investigations effectuées sur le vacuome végétal. Ils sont souvent 
ignorés parce que le terme générique de lutoïde, utilisé pour qualifier 
le micro-vacuome qu'il contient, est employé (cf les travaux de T. 
BOLLER et H. KENDE (1979) ou de K. GROB et P. MATILE (1980), par exem- 
ple). Mais, les problèmes que posent le transport, puis l'accumulation 
des molécules dans ce vacuome particulier sont du même ordre (P. MATI- 
LE, 1978 ; P. MATILE et A. WIEMKEN, 1976). 
Les lutoïdes isolés du latex d'ffeV&X bJu&kXetid ne diffèrent 
pas fondamentalement des vacuoles isolées avec difficulté des tissus 
végétaux (cf P. MATILE, 1978). On comprend dès lors tout l'intérêt du 
latex d'ffevea b~tail,tXi.etih qui, de par sa structure morphologique, 
constitue un cytoplasme contenant très peu d'éléments figurés autres 
que les'lutofdes, les particules de Frey-Wyssling et les particules 
de caoutchouc. De plus, ces organites ont conservé leurs propriétés 
natives, une caractéristique les opposant au vacuome (W.H. KENYON et 
al., 1978 ; J.A. SAUNDERS et C. CONN, 1978 ; G.J. WAGNER et H.W. SIE- 
GELMAN, 1975 ; H. LORZ et al., 1976 ; G.J. WAGNER, 1979 ; T. BOLLER 
et H. KENDE, 1979.) 
Notre travail a consisté à retrouver une partie des propriétés 
liées au transport du citrate sur un compartiment vésiculaire obtenu 
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a Partir de membranes lutoïdiques (= vacuolaires ou vacuolysosomales, 
, selon la terminologie de P. MATILE)lyophilisées et à élucider, dans 
la mesure du possible, le mécanisme d'énergisation impliqué dans l'ac- 
cumulation du citrate par les lutoides. 
Comme nous l'avons indiqué, l'intervention du gradient transmem- 
branaire de pH a été maintes fois suggérée pour l'expliquer (cf le 
paragraphe IV de ce Chapitre). Mais, cette proposition,pour aussi sé- 
duisante qu'elle soit, n'a jamais été démontrée à notre connaissance. 
Nous avons donc cherché à en prouver son bien-fondé sur ces vésicules 
actives, celles-ci ayant conservé leur aptitude à incorporer le citra- 
te (toutefois à un degré moindre) et leur pouvoir d'hydrolyser 1'ATP 
(moins généralement). 
En conséquence, notre étude s'est développée de façon à mettre 
en évidence tout un ensemble de faits expérimentaux concrétisant : 
- la vésiculation à partir de membranes lutoidiques lyophi- 
lisées, 
- la conservation des propriétés d'accumulation du compar- 
timent vésiculaire dans différentes conditions expérimen- 
tales mimétiques de la situation rencontrée dans le latex, 
- le fonctionnement de l'activité ATPase lutoidique en tant 
que pompe-à-protons, 
- l'influence du gradient transmembranaire de pH sur l'in- 
corporation du citrate, 
- le degré de couplage existant entre le transport du citra- 
te et l'amplitude du fonctionnement de la pompe-à- 
protons, 
La discussion de tous ces résultats aboutit à une tentative de 
modélisation de l'incorporation et de l'accumulation du citrate par 
les vésicules lutoïdiques. Le transport du citrate fonctionnerait se- 
lon un mécanisme antiport Hcitrate2-/H+ entraîné indirectement par 
la pompe-à-protons. L'intervention d'un flux couplé d'ions compensant 
le déséquilibre de charge qu'il implique est suggéré. Par ailleurs, 
le rôle important susceptible d'être joué par le magnésium est évoqué 
(intervention dans le processus d'accumulation du citrate par les vé- 
sicules lutoïdiques et possibilité d'un flux compensatoire de charge 
directement couplé à l'influx de citrate). 
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Jusqu'à présent, ainsi que nous avons eu maintes fois l'occasion 
de l'observer dans cette revue du travail effectué sur le vacuome végé- 
tal, aucune étude de ce type a pu être réalisée, ce qui souligne l'im- 
portance du matériel sur lequel nous travaillons pour résoudre les 
problèmes liés à ce type d'organites. Les données expérimentales d'u. 
LUTTGE et E. BALL (1980) relatives à l'accumulation de l'acide malique 
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1 - MATERIEL 
Le latex provient de la saignée d'arbres situés sur les planta- 
tions de la station expérimentale de BIMBRESSO (Côte d'ivoire) de 
l'Institut de Recherches sur le Caoutchouc en Afrique (I.R.C.A.) 
Comme l'indique M. COUPE (1977), la variabilité de 1'HQVeU est 
très grande. Elle impose une sélection stricte du matériel végétal. 
Tout au long de cette étude, seul le latex d'arbres issus du clone 
PB 86 a été utilisé. 
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II - PREPARATION DES VESICULES LUTOIDIQUES 
A. RECOLTE DU LATEX. 
Le latex est récolté dans un récipient refroidi par de la glace 
fondante. Les premiers ml de la saignée sont éliminés : ils correspon- 
dent à un latex destabilisé (riche en lutoïdes éclatés) enrichi en 
bactéries. On prélève ensuite 30 à 100 ml de latex par arbre. 
Il est traité sur champ par l'addition de 6 % (vol./vol.) de 
triéthanolamine molaire, ajusté à pH 7,5 et contenant 100 mM B-mercap- 
toéthanol, ajusté à pH 7,5 avec HCl). 
B. ISOLEMENT DE,S LUTOIDES 
1) L'obtention de Za fraction jaune. 
Dès le retour au laboratoire, le latex ainsi préparé est centri- 
fugé pendant 60 mn à 39,OOOxg à 4'~. Le sédiment obtenu correspond à 
la fraction jaune des auteurs saxons. 
Certes, cette fraction est riche en lutoïdes mais elle contient 
aussi des particules de Frey-Wyssling, abondantes en caroténoides, ce 
qui lui confère sa coloration jaunâtre. Elle constitue le sédiment lu- 
toidique brut. 
En ce qui concerne le surnageant, il se compose d'un sérum clair 
et d'une couche de caoutchouc. Ce sont là les trois fractions subcel- 
lulaires décrites par A.S. COOK et B.C. SECHAR (1955). 
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2) L'obtention des ZutoTdes. 
Les lavages répétés du sédiment lutoïdique permettent d'éliminer 
toutes les structures contaminantes présentes dans le cytoplasme fluide 
que constitue le latex : 
- absence de noyaux (noyaux entiers, fragments de membranes 
nucléaires, traces d'ADN,...) 
- absence de mitochondries (aucune activité liée au cycle 
de Krebs, aucune activité cytochrome-oxydase,...) 
- les particules de Frey-Wyssling, en partie, voire tota- 
lement, 
- les particules de caoutchouc, non absorbées à quelques 
fragments membranaires de structures lutoidiques éclatées, 
disparaissant en partie. 
Ces résultats confirment les observations faites par S. PUJAR- 
NISCLE (1968 et 1977). La pureté de ce sédiment a été analysé maintes 
fois et décrite par ailleurs (cf S. PUJARNISCLE, 1968 ; B. MARIN, 1974; 
B. MARIN et al, 1975, par exemple). 
3) ~a ZyophiZisation des ZutoZdes. 
La fraction lutoïdique ainsi lavée et purifiée est congelée à 
- 20°C, puis immédiatement lyophilisée. 
REMARQUE : 
L'isolement et la purification de la fraction lutoidique sont 
effectués en Afrique (laboratoire de Physiologie Végétale, I.R.C.A., 
Station de Bimbresso, Abidjan, Côte d'ivoire). Le lyophilisat nous 
parvient par avion à Montpellier (laboratoire de Physiologie Végétale 
appliquée, U.S.T.L., Montpellier, France), où il est conservé à 
- 30°C jusqu'au moment de son utilisation. 
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C. FORMATIOIV DES VESICULES VACVO-LYSOSOMALES 
1) La destruction des lutoi'des par la Zyophilisation. 
La lyophilisation suffit pour détruire les lutoïdes par rupture 
de la membrane limitante (cf chapitre III). L'activité phosphatase, 
enzyme marqueur de ces organites, est solubilisée. Toutefois, une 
partie non négligeable de cette activité reste associée à la membrane 
lutoidique (J. D'AUZAC, 1977 ; B. MARIN, résultats non publiés). 
2) La technique de vésiculation 
- L'homogénéisation initiale, 
Une simple remise en suspension dans un milieu tamponné 
(qualifié, par la suite, de milieu de reprise) de quelques mg de 
membranes lyophilisées (à raison de 100 ml par g de lyophilisat) suffit 
pour obtenir, par une simple centrifugation à basse vitesse (10.000 x 
g, 3 mn, 4'C) un sédiment membranaire vésiculé et un surnageant corres- 
pondant pour l'essentiel au contenu intralutoïdique. 
La vésiculation s'effectue toujours dans la glace pilée 
(ou à la température d'une chambre froide) en assurant 25 allers dans 
le corps de verre de l'homogénéiseur (du type Potter). 
- La nature du milieu de reprise, 
La nature du milieu de reprise est variable, selon l'expé- 
rience : 
- un milieu phosphate-mannitol, 
Sa composition est la suivante : 
50 mM phosphate de potassium, 50 mM acide citrique, 
5 mM fi-mercaptoéthanol, 300 mM mannitol, pH 6,0 
ou pH 7,5 
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- un milieu de type imperméant, le milieu de Tager. 
Il a la composition suivante : 
25 mM H.E.P.E.S., 25 mM M.E.S., 25 mM M.E.S., 
25 mM M.O.P.S., 300 mM mannitol, 5 mM B -mercap- 
toéthanol, pH 6,0 ou 7,5. 
D'autres solutions tamponnées ont été employées. Nous en 
ferons mention le moment venu, notamment lorsqu'il s'est agi de pré- 
parer des vésicules en milieu salin (le mannitol est alors remplacé 
par 185 mM KCl). 
- Les conditions de Zavage, 
Le sédiment membranaire est lavé de deux à trois fois dans le 
tampon d'homogénéisation (ou par un tampon plus spécifique) dans les 
mêmes conditions (reprise du culot dans généralement le même volume ; 
homogénéisation à l'aide d'un Vortex ; centrifugation identique). Puis 
il est remis en suspension dans le milieu d'incubation (initialement 
refroidi à O'C) employé lors de l'incorporation du citrate (soit un 
milieu phosphate-mannitol, soit un milieu de Tager, ajusté à pH 7,5 
par addition de Tris-base, et contenant ou non 5mM acide citrique voire 
5 mM ATP-Mg2+). 
On doit remarquer que les conditions de centrifugation ne 
sont pas identiques pour l'ensemble des manipulations décrites dans ce 
travail. Initialement, la suspension membranaire était sédimentée à 
39.000 x g pendant 10 à 20 mn à 4“C. Par la suite, elles ont été mo- 
difiées (10.000 x g, 3 mn, température variable). Cette différence est 
liée aux conditions expérimentales employées pour stopper les incorpo- 
rations de molécules radioactives par les vésicules lutoidiques. 
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III - TECHNIQUES D’INCORPORATION DES MOLECULES RADIO-ACTIVES PAR 
LES VESICULES LUTOIDIQUES. 
A. CONDITIONS STANDARDS D'INCUBATION 
La plupart des expériences sont effectuées à pH 7,5, un pH supé- 
rieur à celui du latex, et à température ambiante (25-3O“C). 
Le milieu d'incubation varie selon la nature de l'expérience : 
c'est, soit un milieu phosphate mannitol, soit un milieu de Tager. 
Initiallement, il ne contient ni citrate, ni magnésium. Mais, les ad- 
ditions peuvent être variées. Ainsi, il pourra contenir 5 mM citrate, 
et, le cas échéant, 5 mM ATP- Mg 2+ . Afin d'éviter toute hydrolyse du 
nucléotide par l'activité phosphatase acide résiduelle, du molybdate 
d'ammonium (0,2 mM) est ajouté au milieu réactionnel (J. D'AUZAC, 1975). 
Les autres détails expérimentaux, spécifiques de chaque expérien- 
ce, seront précisés dans la légende de la figure qui la décrit. 
B. INCORPORATION DU 14C-CITRATE PAR LES VESICULES LUTOIDIQUES. 
Les vésicules vacuo-lysosomales (= lutoïdiques) sont placées 
dans un milieu isotonique dépourvu de tout matériel métabolique éner- 
gétique. Toute addition pourra dès lors être testée pour en connaître 
sa conséquence sur l'amplitude de l'incorporation ultérieure de citra- 
te. 
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Chaque ml de milieu d'incubation contient 0,l vCi de 14C- 
citrate (marqué sur le carbone 1). L'activité spécifique de la molécule 
introduite varie de 28,6 à 30 pCi x 1_1M-l (selon le lot fourni par le 
C.E.A.). La concentration de l'acide citrique non radioactif du milieu 
est sensiblement égale à celle du cytoplasme, soit 5 mM. L'incubation 
est réalisée de façon à ce que le gradient naturel de contration pour 
l'acide citrique soit respecté (ce n'est pas toujours le cas). 
Au temps désiré, quatre parties aliquotes de 0,l ml sont 
prélevées. L'arrêt de l'incorporation est assurée en mélangeant chacune 
avec 3 ml de solution refroidie dans la glace fondante et dépourvue 
de tout radio-élément. Sa composition est variable. Généralement, elle 
reflète celle du milieu d'incubation au nucléotide près qui en est 
omis. Le plus rapidement possible, on centrifuge dans les conditions de 
préparation des vésicules (30.000 x g, 10 mn, 4'C). Le sédiment obtenu 
est lavé deux fois. Cela s'avère suffisant pour éliminer toute trace 
de citrate radioactif non absorbé. 
Lorsque l'échantillonnage est trop grand, une autre méthode 
tout aussi efficace est employée. Elle correspond à déposer l'incubat 
sur une couche de 3 ml de solution d'arrêt contenant du dextrane T-70 
à une concentration variant entre 1,5 et 2,5 % (p/vol.). La concentra- 
tion à choisir est fonction de la population vésiculaire engendrée. 
Un test préalable est nécessaire pour la déterminer. Les conditions de 
sédimentation sont identiques. Le surnageant obtenu sera aspiré en 
partie. Le haut de la couche restante de dextrane sera dilué plusieurs 
fois de façon à diminuer la radioactivité résiduelle contaminante. Fi- 
nalement, après plusieurs aspirations, le total du surnageant sera 
éliminé et le sédiment, asséché. 
Il s'avère que les vésicules s'allègent au cours de l'incu- 
bation. La quantité sédimentable de protéines devient de moins en moins 
importante à mesure que le temps s'écoule. C'est la limite de cette mé- 
thode, par ailleurs satisfaisante, car elle est beaucoup plus rapide 
que la précédente : elle n'implique pas les deux lavages indispensables 
caractérisant la méthode de J. D'AUZAC et C. LIORET (1974). 
Les sédiments obtenus pourront être alors préparés pour dé- 
terminer la radioactivité qu'ils contiennent. 
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C. MESURE DE LA DISTRIBUTION TRANSMEMBRANAIRE DE MOLECULES LIPOPHILES 
RADIOACTIVES. 
L'incorporation des traceurs radioactifs utilisés pour mesurer 
le potentiel transmembranaire ou le gradient de pH est effectuée dans 
un milieu d'incubation iso-osmotique contenant les vésicules vacuo- 
lysosomales, en présence d'eau tritiée (0,5 pCi x ml-l) et de, soit 
la 14C-méthylamine (0,l pCi x ml-l), soit le 14C-thiocyanate (0,l UC 
i 
x ml-l), soit le 14C-triphenyl-méthyl-phosphonium (0,l PC. x ml-'), 
soit le 14C-dextrane (0,l uCi x ml -l).Sa composition est iariable se- 
lon le type de la manipulation réalisée. 
Une préincubation de 10 mn est nécessaire avant que le premier 
prélèvement soit opéré. C'est le temps indispensable pour que la dis- 
tribution transmembranaire à l'équilibre de la sonde employée soit 
obtenue. C'est généralement la période au bout de laquelle le 14C- 
citrate est introduit dans le tube correspondant, en prenant soin que 
le rapport des radioactivités 1"C/3H soit respecté (la valeur de 0,2 
étant choisi pour avoir des mesures satisfaisantes). 
Après chaque prélèvement (0,l - 0,5 ml), les vésicules sont im- 
médiatement sédimentées à l'aide d'une centrifugeuse microfuge Eppen- 
dorf modèle 3200 (ou 5412) pendant 3 mn'à vitesse maximale (10.000 x 
g environ) à température ambiante. 
De chaque tube, le surnageant est séparé du sédiment le plus ra- 
pidement possible. Une partie aliquote est prélevée en premier lieu. 
Le reste est aspiré jusqu'à assécher complètement le sédiment. Les 
parois du tube et la surface du sédiment sont lavées deux fois en 
prenant soin de ne pas perturber l'intégrité du culot. Finalement, le 
tube sera renversé pour éliminer toute trace éventuelle du sédiment 
par un surnageant résiduel. Ensuite, le fond du tube est tranché. 
Son contenu est alors transféré dans un récipient, où il est repris 
par un agent de dispersion, fonction du type d'analyses à effectuer. 
D. PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR LA MESURE DE LA RADIOACTIVITE. 
Les différents échantillons (200 1.11 pour le surnageant, une par- 
tie aliquote du sédiment conservé n'ayant pas été en contact avec le 
surnageant) sont solubilisés dans 0,2 à 0,3 ml de Triton X-100 à 0,l % 
(p./p.) pendant toute une nuit à température ambiante. 
Une partie aliquote de 100 à 250 1.11 de la suspension finale est 
incorporée dans un mélange scintillant de composition variée et dont 
le choix est fonction du type d'isotope employé (B.W. FOX, 1976). Il 
peut s'agir : 
- soit, d'un mélange, comme celui utilisé par J. D'AUZAC et 
C. LIOmT (1974) et dont la composition est 
- 700 ml de toluène, 
- 300 ml de méthanol, 
4 g de 2,5-diphényl-oxazole (P-P-O.), 
- 0,4 g de 1,4-di-2(5-phényl-oxazol-) benzène 
(P.O.P.O.P.) 
- soit d'un mélange dioxanne-naphtalène, dérivant du mé- 
lange de Bray classique (G.A. BPAYj 1970) et dont la com- 
position est : 
- 1000 ml de dioxanne, 
60 g de naphtalène, 
4 g de P.P.O., 
- 0,4 g à 0,6 g de P.O.P.O.P., 
- soit d'un mélange Instagel, une solution scintillante 
prête à l'emploi fournie par Packard Instrument Company, 
Inc. (U.S.A.). 
Pour chacun de ces mélanges, le volume employé n'est pas le mê- 
me : 15-20 ml pour le premier, 10-12 ml pour le second et 4 ml pour le 
dernier. 
Dans tous les cas, après une vive agitation et un séjour d'une 
nuit, soit dans une chambre refroidie à 4'C, soit directement dans le 
compteur, la radioactivité est mesurée. 
E. DETERMINATION DU RAPPORT DE CONCENTRATION D'UNE MOLECULE DISTRIBUEE 
ENTRE LES COMPARTIMENTS EXTRA ET INTRAVESICULAIRES. 
Les concentrations en 3H20, en14C-TPMP 
+ 
, en14C-méthylamine, en 
14C-dextrane et en14C-citrate sont calculées à partir de leurs activi- 
tés relatives dans le sédiment et dans le surnageant selon la méthode 
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décrite par R.G. JOHNSON et A. SCARPA (1976) pour la détermination du 
gradient transmembranaire de pH et par E. KOMOR et W. TANNER (1976) 
pour l'analyse quantitative du potentiel membranaire. 
Les concentrations de la molécule indicatrice dans les deux 
compartiments définis par la membrane vacuo-lysosomale sont déterminés 
respectivement sur un surnageant débarassé de toute structure membra- 
naire close et sur un sédiment, obtenus par sédimentation de la suspen- 
sion vésiculaire mise en incubation. La centrifugation rapide donne 
un sédiment, constitué par une fraction vésiculaire mais aussi par une 
fraction extra-vésiculaire, dont les caractéristiques sont bien connues. 
Chacune de ces fractions peut être estimée à partir de la distri- 
bution à l'équilibre de l'eau tritiée (elle n'est soumise à aucune com- 
partimentation ; elle pénètre tout l'espace qui lui est offert), du 
1'4 C-dextrane (il ne se trouve que dans l'espace extra-vésiculaire) et 
de la molécule indicatrice, qui se répartit de part et d'autre de la 
membrane selon les molécules qui agissent sur elle. 
Dans le paragraphe précédent, est indiquée la façon dont une par- 
tie aliquote du sédiment et du surnageant sont traitées. Dès lors, la 
mesure de la radioactivité permet de connaître le nombre de dpm dû au 
3H (provenant de l'eau tritiée) et le nombre de dpm dû au 14C (prove- 
nant de la molécule indicatrice ou du dextrane) dans une fraction ali- 
quote de 200 ~1. On peut définir les rapport suivants : 
-1 = 
C 
- 1, = 
- DC = 
- D, = 
dpm dûs à la molécule indicatrice dans le culot 
dpm dûs à l'eau tritiée dans le culot 
dpm dûs à la molécule indicatrice dans le surnageant 
dpm dûs à l'eau tritiée dans le surnageant 
dpm dûs au dextrane dans le culot 
dpm dûs à l'eau tritiée dans le culot 
dpm dûs au dextrane dans le surnageant 
dpm dûs à l'eau tritiée dans le surnageant 
En reprenant les données développées par ailleurs (S. ADDANKI et 
J.F. SOTOS, 1969 ; B. MARIN, 1978), le développement des calculs con- 
duit à la relation : 
Cin Ic DC =- +- 
cex 1s Ds-DC 
(2.1 1 
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Employéepar R.G. JOHNSON et A. SCARPA (19761, cstte expression n'est 
pas différente de celle proposée par D.J. REIJNGOUD (1978) et 
M. HOLLEMANS et al. (1979). Elle permet de déterminer le rapport d'ac- 
cumulation (Cin/Cex) à partir des données expérimentales dont nous 
disposons. 
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IV - METHODES DE DOSAGE 
A. DOSAGE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES. 
1) L'activité phosphatase acide (E.C. 3.1.3.2.) 
L'activité phosphatase acide, qui constitue l'enzyme caractéristique 
des lutoîdes (S. PUJARNISCLE, 1968 et 19711, est dosée en présence de 
E-nitrophényl-phosphate de sodium, en milieu acétate de sodium 0,l M, 
pH 5,0, avec ou sans Triton x-100 (0,l % p./v.> (K.LINHARDT et K. 
WALTER, 1963). 
Généralement, elle est mesurée dans un ml de milieu réactionnel. 
L'incubation, réalisée à 25Oc, est stoppée par 0,2 ml d'un mélange 
1,25 HC104-8 % (p./vol.) acide silice-tungstique. Après centrifugation, 
à un ml de surnageant limpide, 3 ml d'un mélange glycine-carbonate 
de sodium sont ajoutés. Cette addition permet de développer la colora- 
tion dûe au noyau p-nitrophényl libéré au cours de l'hydrolyse. 
La mesure de la densité optique est effectuée à 400 nm et un 
coefficient d'extinction moléculaire de 18,8 M-lx cm2 est employé. 
L'activité phosphatase acide est exprimée en PM de p-nitrophénol 
libérées par mn. 
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2) L'activité ATPase 
Elle est mesurée selon la méthode développée sur ce matériel par 
J. D'AUZAC (1975 et 1977). Elle correspond à estimer enzymatiquement 
1'ADP formé au cours d'une incubation dans un milieu réactionnel de 
composition variable, mais contenant initiallement toujours 5mM ATP- 
2+ Mg r le substrat de cette enzyme. 
Généralement, l'incubation est réalisée pendant au moins 30 mn 
à 30°C dans un milieu, variant de 1 à 2 ml au plus, de composition 
sujette à variation (le plus souvent : 5OmM triéthanolamine, pH 7,5 ou 
7,75, 5 mM ATP, 10 mM MgClZ et 0,2 mM molybdate d'ammonium) . La réac- 
tion est arrêtée par 0,2 ml de HC104 6 M. Le milieu est neutralisé, en 
présence de rouge de méthyle, par addition de KOH 6 M. Dës que le pré- 
cipité est formé, au bout de 10 mn dans un bain de glace fondante, la 
suspension est centrifugée. Le surnageant obtenu sert au dosage enzyma- 
tique de 1'ADP. 
Ce dosage implique le couplage de deux réactions enzymatiques 
(pyruvate-kinase, lactate deshydrogénase) entraînant l'oxydation du 
(NADH + II+) présent dans le milieu réactionnel et, en conséquence, une 
modification de l'absorption à 340 nm. 
L'activité ATPase est généralement exprimée en UM d'ADP apparues 
par mn. 
H. CRETIN (1980) ayant montré l'existence d'une activité NADH- 
oxydo-réductase liée au membranes lutoidiques, on a vérifié l'absence 
d'oxydation du (NADH + H+) en présence CI'ATP. 
3) L'activité malate-deshydrogénase (E.C. 1.1.1.37). 
L'activité malate-deshydrogénase est mesurée selon la méthode 
développée sur ce type de matériel par M. COUPE et al. (1972). Elle 
est estimée enzymatiquement en suivant la variation de densité optique 
à 340 nm induite par l'oxydation du (NADH + H+). 
- 47 - 
B. DETERMINATION DES TENEURS EN CITRATE ET EN PROTEINES. 
1) Dosage du citrate. 
Le citrate présent dans l'échantillon (préparé selon les métho- 
des décrites dans les paragraphes précédents) est déterminé selon le 
protocole de H. MOLLERING et W. GRUBER (1966). Il implique le coupla- 
ge de deux réactions enzymatiques (citrate-lyase, malate-deshydrogenase) 
entraînant une oxydation du (NADH + H+) présent dans le milieu réac- 
tionnel et, en conséquence, une modification de l'absorption à 340 nm. 
Le détail de ce dosage est décrit ailleurs (B. MARIN, 1978). Il 
sera possible de déterminer la teneur de l'échantillon en utilisant 
un coefficient d'extinction moléculaire de 6,22 cm2x u mole-l. 
2) Dosage des proteines. 
Par commodité, les protéines sont dosées selon la méthode d' 
0-H. LOWRY et a1 (1951) en prenant un certain nombre de précautions, 
les protéines membranaires étant pour la plupart difficilement solubi- 
lisables en absence de détergent. 
La suspension vésiculaire est incubée de 15 à 30 mn dans un 
bain-marie porté à 30°C voire 50°C en présence de Triton X-100 à 0,l % 
(p./vol.). Puis, les protéines d'une fraction aliquote sont précipitées 
par addition de 2 ml de mélange 1,2 M HC104 - 8 % (p./vol.) acide 
silice-tungstique. Le sédiment est repris par 0,5 ml de NaOH 0,4 N. 
La suspension protéique est incubée de 1 à 4 h dans un bain-marie 
porté à 50°C. Après avoir été diluée par 1,5 ml d'eau distillée, le 
dosage des protéines est effectué tel qu'il est décrit dans la méthode 
suivie. 
La gamme étalon est réalisée avec de la sérum-albumine bovine, 
traitée dans les mêmes conditions. 
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V- OBSERVATIONS MICROSCOPIQUES. 
Les préparations membranaires sont examinées en microscopie 
électronique après fixation dans la glutaraldéhyde à 4 % en présence 
de mannitol 0,3 M (généralement dans le milieu d'incubation utilisé 
exempt de nucléotide, pH 7,5) pendant au moins 15 mn et post-fixation 
d'une heure dans un milieu véronal à pH 7,5 contenant de l'acide 
osmique à 1 "a. 
Les échantillons sont déshydratés à l'éthanol et inclus dans le 
mélange de Spurr (A-R. SPURR, 1969). 
CHAPITRE III 
LA FORMATION DE VESICULES 
A PARTIR DE MEMBRANES 
VACUOLAIRES LYOPHILISEES 
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Si la lyophilisation est une méthode employée pour conserver les 
activités présentes au niveau des membranes lutoidiques, il est évident 
qu'elle ne permet pas de préserver l'intégrité des organites. La conti- 
nuité de la membrane limitante n'est pas maintenue ainsi que l'indique 
la répartition de l'activité phosphatase acide, enzyme marqueur de ce 
compartiment cellulaire (S. PUJAFWISCLE, 1971). 
Cependant, il pourra y avoir revésiculation à partir des résidus 
membranaires. Par conséquent, l'espace interne de la vésicule ainsi 
constituée pourra retenir toute molécule non perméante qui ne se trou- 
vait pas initialement à l'intérieur des lutoïdes. La nature de cette 
molécule peut être variée. L'essentiel est qu'on puisse en suivre ai- 
sément le devenir en la dosant par une méthode simple touchant, soit à 
son activité biochimique (une activité enzymatique, par exemple), soit 
à sa structure (l'emploi d'un radio-isotope, par exemple). 
Cela se concrétisera, pour une activité enzymatique (comme l'ac- 
tivité malate-deshydrogénase, par exemple), par la caractérisation 
d'une activité libre et d'une activité totale (seulement mesurable 
lorsqu'un détergent, comme le Triton X-100, ajouté à la suspension 
membranaire, viendra rompre la membrane vésiculaire). L'existence d'une 
activité non accessible au substrat constitue une première mise en évi- 
dense d'un compartiment vésiculaire fermé. 
Ce n'est pas la seule façon de caractériser la vésiculation se 
faisant à partir de membranes lyophilisées. L'espace vésiculaire est 
accessible à toute molécule pouvant traverser la membrane le limitant. 
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La différence existant entre les cinétiques de diffusion de mo- 
lécules perméantes et non perméantes (non sollicitées par un quelconque 
site de fixation membranaire) constitue une autre approche dans la ré- 
solution de ce problème. 
Par ailleurs, les informations apportées par la microscopie élec- 
tronique confirment leur existence. Nous en ferons mention avec les 
limites qu'implique une telle analyse. 
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I- LA MISE EN EVIDENCE D’UN COMPARTIMENT VESICULAIRE ENGENDRE A PARTIR 
DE MEMBRANES LUTOIDIQUES LYOPHILISEES. 
A. DONNEES BIOCHIMIQVES. 
II L 'utiZisation de Z'activité phosphatase acide résidueiile 
comme marqueur vésicuZaire. 
L'activité phosphatase acide est l'enzyme marqueur des lutoïdes 
(S. PUJARNISCLE, 1968 et 1971). Elle a été utilisée pour démontrer 
l'existence d'ARN dans ce compartiment cellulaire (J. D'AUZAC et al., 
1977 ; B. MARIN, 1976, 1977 et 1978 ; B. MARIN et al., 1974 ; B. MARIN 
et P. TROUSLOT, 1975). Il existe une très forte activité résiduelle 
dans les lyophilisats de membranes lutoïdiques. On pourrait l'utiliser 
comme marqueur vésiculaire. 
a) Définition de l'indice d'éclatement : 
Dans la mesure où le p-nitrophényl-phosphate (PNPP), subs- 
trat synthétique de cette activité phosphatase acide, conserve ce coef- 
ficient de diffusion très faible observé sur les lutoides fraîchement 
isolés (S. PUJARNISCLE, 1968 et 19711, il ne pourra être hydrolysé que 
par une activité accessible, soluble ou absorbée. C'est l'activité 
libre. L'addition dans le milieu réactionnel de Triton X-100 à une con- 
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centration de 0,05 â (p./vol.) (qui ne dénature pas cette enzyme mais 
rompt toute membrane limitant un espace vésiculaire) démasque toute 
l'activité potentielle. C'est l'activité totale. Dès lors, on peut 
définir l'indice d'éclatement comme étant la valeur du rapport de ces 
deux activités, exprimée en pourcent (D. RIBAILLIER, 1968). 
1 act. 
Pase libre = 
E act. Pase totale 
x 100 (3.1 1 
8) Mise en évidence d'un compartiment non accessible au 
PNPP. 
Lorsque cet indice d'éclatement est mesuré sur une suspen- 
sion membranaire (préparée comme il est indiqué dans le Chapitre 
"Matériel et Méthodes"), la valeur obtenue est variable. Dans tous les 
cas, elle est très élevée, de l'ordre de 60 à 80 %, selon l'intensité 
de l'homogénéisation (faite dans un Potter), quel que soit le milieu 
tamponné utilisé. Malgré tout, elle indique l'existence d'un espace 
où ne diffuse pas le PNPP et qui contient de 20 à 40 % de l'activité 
phosphatase acide totale. Cet espace correspond au compartiment vési- 
culaire. 
y) L'utilisation de ce critère pour suivre la vésiculation. 
La considération de l'indice d'éclatement,pour aussi aisée 
qu'elle soit, n'apporte pas une information suffisante pour suivre 
l'évolution d'une population vésiculaire non purifiée. 
Le Tableau 3.1. donne une idée assez représentative des 
résultats obtenus. Certes, il existe une importante activité libre 
qu'il est possible d'éliminer en partie par deux lavages. Mais, cet 
enrichissement relatif en activité phosphatase acide non accessible 
se traduit par une perte non négligeable d'activité totale (de l'ordre 
de 48 % de l'activité initiale, pour le motif témoin, par exemple). 
On se heurte à plusieurs difficultés : 
- l'activité phosphatase acide libre, présente 
dans un sédiment, est toujours élevée, même 
après plusieurs lavages, 
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- l'activité absorbée est souvent importante : 
il n'est guère possible de s'en débarasser sans 
affecter les propriétés mêmes de la membrane 
lutoïdique. 
Ce critère permet de mettre en évidence un compartiment vé- 
siculaire fermé engendré à partir de membranes lyophilisées dans les 
conditions employées. Mais, il ne peut être utilisé valablement pour 
suivre l'évolution d'une population vésiculaire, au cours d'une incuba- 
tion, l'activité phosphatase acide absorbée étant trop importante. 
2) La rdtention de l'activité malate-deshydrogénase eytoplasmique 
par les membranes ZutoZdiques comme marqueur vésiculaire. 
L'activité malate-deshydrogénase (EC.l.l.1. 37) du latex dl/-/evca 
btran~~ti~ a été caractérisée comme étant distribuée en presque to- 
talité dans le compartiment cytoplasmique (M. COUPE et al., 1972). 
L'activité résiduelle serait associée à un compartiment peroxysomal. 
Par conséquent, elle peut constituer un marqueur pour mettre en éviden- 
ce, et suivre éventuellement, tout phénomène de vésiculation à partir 
de membranes lutoidiques lyophilisées. 
Sa purification aisée (J-L. JACOB, résultats non publiés) et la 
mesure facile de son activité (H-U. BERGMEYER, 1973) en font une mo- 
lécule idéale pour un tel travail. De plus, l'emploi d'un détergent, 
comme le Triton X-100, à 0,05 % (p./vol.), ne modifie pas son activité 
dans les conditions expérimentales employées. Dès lors, il devient 
possible d'estimer les activités MDH libre et totale présentes dans une 
suspension membranaire et, par voie de conséquence, l'activité MDH 
non accessible au substrat, le critère nous permettant d'affirmer l'e- 
xistence d'un compartiment vésiculaire. 
Les problèmes à résoudre sont les mêmes que ceux posés par l'ac- 
tivité phosphatase acide. Toutefois, il faut remarquer que le lyophi- 
lisat ne contient pas d'activité MDH endogène. Aussi, sera-t-elle in- 
troduite dans le milieu au moment de la vésiculation. 
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a) La mise en évidence d'un compartiment non accessible 
au substrat. 
Comme pour l'activité phosphatase acide, il est possible de 
définir un indice d'éclatement. Il représente le rapport de l'activité 
MDH accessible au substrat sur l'activité MDH totale (obtenue après 
addition de Triton X-100 à 0,05 % dans le milieu réactionnel), exprimé 
en pourcent. 
Sur l'ensemble des résultats obtenus, il est très élevé : 
91,4 2 4,0. Malgré tout, il confirme l'existence d'un compartiment 
vésiculaire, caractérisée par cette faible activité MDH non accessible 
au substrat. 
8) L'utilisation de ce critère pour suivre la vésiculation. 
Après le lavage intensif d'un culot membranaire provenant 
de la sédimentation d'une suspension préparée dans un milieu T.E.A.- 
mannitol (20 mM T.E.A., 5 mM fi-mercaptoéthanol, 300 mM mannitol, pH 
7,5), on n'obtient pas une diminution sensible de l'indice d'éclate- 
ment : au bout du quatrième lavage, sa valeur passe seulement de 
92,5 à 81,7 % (Tableau 3.11). L'essentiel de l'activité MDH récupérée 
dans un sédiment lutoïdique se trouve, par conséquent, lié à des sites 
membranaires aspécifiques externes. Cette hypothèse expliquerait en 
partie pourquoi l'activité MDH non accessible au substrat ne représen- 
te que 18,3 % de l'activité présente dans la fraction sédimentée, après 
trois lavages. 
La perte d'activité MDH non accessible au substrat est glo- 
balement de même grandeur à chaque lavage : 52,9 % après la première 
centrifugation ; 51,9 après la seconde et 71,4 % pour la dernière 
(Tableau 3.11). Après une première centrifugation, faite pour sédimen- 
ter les vésicules, un lavage intensif de la fraction membranaire 
(constituant le culot) ne représente pas la meilleure des méthodes pour 
éliminer l'activité accessible au substrat qui est, selon toute vrai- 
semblance, liée à la membrane ou encore qui provient de vésicules dont 
la membrane s'est rompue. 
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De plus, la quantité d'activité MDH non accessible au subs- 
trat est fonction de la quantité de lyophilisat manipulée (Figure 3.1.). 
Ce résultat est compatible avec l'interprétation suivante : plus il y 
a de membranes, plus le nombre de sites membranaires aspécifiques fi- 
xant l'activité MDH est grand ou encore, plus l'espace vésiculé encla- 
vant une activité MDH libre est importante. En conséquence, que ce Soit 
dans un cas ou dans l'autre, voire les deux, tout contribuera à accroî- 
tre la quantité d'activité MDH présente dans le sédiment membranaire. 
Les corrélations obtenues sont satisfaisantes : r = 0,9139 pour l'acti- 
vité totale sédimentaire et r = 0,8757 pour l'activité non accessible 
au substrat. A titre indicatif, pour l'échantillonnage considéré, la 
valeur du coefficient de corrélation correspond à une probabilité com- 
prise entre 80 et 90 % (D. SCHWARTZ, 1974). 
Comme pour l'activité phosphatase acide, on se heurte à plu- 
sieurs difficultés de même ordre : 
- l'activité MDH libre, présente dans le sédiment, est très 
élevée, même après plusieurs lavages, 
- l'activité adsorbée est très importante : il n'est guère 
possible de s'en débarasser sans modifier les caractéristiques de la 
membrane lutoïdique. 
En conséquence, c'est un critère difficile à employer pour 
suivre l'évolution d'une population vésiculaire, au cours d'une incu- 
bation. 
3) L'emploi de moZécuZes radioactives perméantes et non perméantes 
pour 7ya détermination du vohme vésiculaire. 
L'existence d'un compartiment vésiculaire dans une suspension 
membranaire correspond à la mise en place d'une barrière de diffusion 
qu'un nombre limité de molécules traverse. 
Les molécules radioactives susceptibles d'être employées doivent 
satisfaire à plusieurs critères, qui sont fonction du but recherché. 
Leur analyse exhaustive sera faite ultérieurement (cf Chapitre V). 
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Dans le cas concerné, trois conditions sont à remplir : 
- la molécule choisie ne doit pas être transportée active- 
ment, 
- elle n'entre pas en interaction positive (adsorption) ou 
négative (répulsion) avec les membranes du milieu (qui 
la contient), 
- elle a un coefficient de perméabilité, soit particulière- 
ment élevé (pour obtenir très rapidement une distribution 
homogène dans toute la suspension membranaire), soit pro- 
che de zéro à défaut d'être nul (pour ne diffuser que dans 
l'espace extra-vésiculaire). 
Ainsi, pour une telle étude de compartimentation, l'eau tritiée 
est généralement utilisée pour évaluer le volume du sédiment. On réser- 
ve l'emploi de macromolécules, comme l'albumine marquée par l'iode 135, 
l'inuline ou le dextrane marquée par le carbone 14, pour l'estimation 
du volume extra-vésiculaire du- sédiment. 
a) Les cinétiques de diffusion de l'eau tritiée,du sorbitol 
et du dextrane. 
Dans les conditions expérimentales décrites dans la Figure 
3.2., la suspension membranaire est incubée pendant 6 mn à O'C. Chaque 
prélèvement est centrifugé au travers d'une couche de silicones 3 mn 
à 13.000 x g à température ambiante. La quantité de radioactivité pré- 
sente dans le sédiment est alors mesurée. 
Il s‘avère que la quantité d'eau tritiée liée au sédiment 
reste constante au cours de l'incubation. En conséquence, si l'eau 
tritiée pénètre toute la suspension membranaire, et plus particulière- 
ment tout le sédiment, la quantité de radio-élément introduite dans le 
volume initial étant connue, un espace lié à la diffusion de l'eau 
tritiée peut être calculé. Il est constant. Ainsi, dans cette manipu- 
lation, le volume du sédiment, résultant-de la centrifugation de 0,l - 
ml de suspension membranaire initiale (correspondant à 15 mg de lyophi- 
lisat), est estimé à 56 t 8 ~1 au début de l'incubation et à 59 k 91J.l 
. : 
- 61 - 
après 6 mn d'incubation. La différence observée n'est pas significative. 
Les cinétiques de diffusion du 14C-dextrane et du 14C- 
sorbitol sont comparables (Figure 3.2 1. L'espace lié au dextrane pas- 
se de 2225 1-11 à 30 + 2 1.11 au cours de l'incubation. Dans les mêmes 
conditions, l'espace lié au sorbitol évolue de 19'f. 1 ~1 à 38 + 31.11. 
Ils ne sont pas sensiblement différents l'un de l'autre. Par contre, 
ils sont distincts de celui lié à l'eau tritiée. Les espaces incriminés 
doivent être, par conséquent, distincts. Il semble raisonnable de pen- 
ser que le dextrane et le sorbitol ne diffusent que dans le milieu 
extra-vésiculaire du sédiment. 
L'hypothèse de travail formulée pour le dextrane et pour 
le sorbitol ne peut être généralisée au citrate. C'est une molécule 
accumulée par les lutofdes (J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974). 
fi) L'utilisation de ce critère pour suivre la vésiculation. 
Les cinétiques de diffusion de l'eau tritiée et du dextrane 
sont suffisamment rapides pour rendre compte de toute évolution du com- 
partiment vésiculaire d'une suspension membranaire lutoïdique. 
Cette méthode, développée par H. HELDT et a1 (1974) ou par 
R. HENNING (1975), est certainement la meilleure. Mais, au cours de 
l'incubation, on note un allègement d'une partie des vésicules de la 
suspension : elles ne traversent plus la couche de silicones employée 
pour séparer la phase aqueuse de la phase membranaire (vésiculée). Il 
est alors nécessaire d'en alléger la densité (par addition de silicones 
de densité plus faible) si nous voulons les récolter. 
Toutefois, bien qu'elle soit discutable, la méthode de sépa- 
ration peut se réduire à une simple centrifugation différentielle, en 
utilisant les modifications apportées par R.G. JOHNSON et A. SCARPA 
(cf.le paragraphe 3 du chapitre II). 
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B. DONNEES PHYSICO-CHIMIQUES. 
L'UTILISATION DE LA METHODE DE J.B. CHAPPELL (1968) POUR SUIVRE 
TOUTE MODIFICATION DU VOLUME VESICULAIRE INDUITE PAR UN CHANGEMENT 
DE LA TONICITE DU MILIEU D'INCUBATION. 
La technique développée par J.B. CHAPPELL (1968) est classique et 
simple. Tout gonflement du compartiment mitochondrial peut être suivi 
en mesurant la variation de densité optique à 520 nm. En conséquence, 
toute modification du milieu d'incubation pouvant induire une variation 
du volume mitochondrial, voire du volume d'un compartiment vésiculaire, 
à la limite, pourra être analysée de cette façon (W.T. WISKICH, com- 
munication personnelle). 
Pour obtenir une variation de densité optique à 520 nm, il est 
nécessaire d'avoir une suspension membranaire très concentrée, faite à 
partir d'une préparation très purifiée et très homogène afin d'éliminer 
tout artéfact induit par la présence de caoutchouc voire d'agrégats 
d'origine mal définie. 
L'analyse du gonflement se fait à 30°C. Aussi, la suspension 
membranaire, conservée dans un milieu isotonique à O"C, est-elle pré- 
incubée quelques mn à 30°C avant d'être diluée dans le milieu réaction- 
nel, soit un milieu G.E.M. (pH 9,5), soit un milieu T.E.A. (pH 7,5), 
contenant des concentrations croissantes en mannitol ! 
De toutes les analyses faites, le bilan suivant peut être présenté 
- pour des raisons techniques, seule la variation de densité 
optique mesurée à 520 nm entre t = 20 sec. et t = 270 sec. 
est considérée. 
(Au mieux, l'enregistrement graphique de la variation débute au 
bout de 20 sec. : 5 à 7 secondes sont nécessaires pour assurer l'homo- 
généisation, par agitation douce, et 10 autres, correspondant au temps 
de réponse de l'ensemble spectrophotomètre-enregistreur.) 
- dans ces conditions, l'amplitude de la variation de densi- 
té optique est fonction de la tonicité du milieu d'incu- 
bation utilisé, quelle qu'en soit sa nature (Figure 3.3 ). 
Elle augmente à mesure que la concentration en mannitol 
diminue (dans une gamme de valeurs situées entre 0,l et 
0,3 M). 
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Un tel résultat est compatible avec l'existence d'un espace osmo- 
tique dans la suspension membranaire. La non conservation des conditions 
initiales d'isotonicité crée un mouvement d'eau au niveau du comparti- 
ment vésiculaire, tendant à en augmenter son volume. Mais, cet accrois- 
sement est limité. Lorsque le choc hypotonique est trop grand, la mem- 
brane vésiculaire, dont l'élasticité n'est pas infinie, se rompt. La 
tendance se trouve inversée pour une concentration en mannitol du mi- 
lieu d'incubation inférieure à 0,I M. 
Il ne faut pas se leurrer sur la portée des résultats obtenus. 
Ils sont purement qualitatifs. Toutefois, ils confirment l'existence 
d'un oompartiment vésiculaire osmosensible dans la suspension membra- 
naire ainsi préparée à partir du lyophilisat. 
C. DONNEES MORPHOLOGIQUES. 
Les techniques habituellement utilisées pour l'examen morpholo- 
gique des organites en microscopie électronique se sont avérées insuf- 
fisantes pour obtenir des résultats satisfaisants. 
L'observation de vésicules n'est possible dans la mesure où le 
milieu de fixation contient, en plus de la glutaraldéhyde, du mannitol 
0,3 M, du moins pour les suspensions membranaires préparées en tampon 
phosphate-mannitol. La conservation des conditions d'isotonicité tout 
au long de la préparation est nécessaire. Ce n'est qu'en les respec- 
tant que nous pouvons obtenir les vésicules observées dans la micro- 
graphie A de la Planche 3-I. 
Pour une préparation membranaire faite en milieu phosphate- 
mannitol, on observe des structures circulaires dont le diamètre peut 
varier de 2 à 15 1-1. Une membrane limitante est discernable. Elle défi- 
nit un espace opaque aux électrons suggérant l'existence d'un contenu 
intravésiculaire et par conséquent, d'un compartiment vésiculaire. 
La nature du milieu de vésiculation doit intervenir dans la, sta- 
bilité des vésicules contenues dans ce sédiment. En effet, la présence 
de mannitol n'est pas nécessaire lorsque la vésiculation est effectuée 
dans un milieu G.E.M. (20 mM glycine, 10 mM E.D.T.A., 5 mM B-mercapto- 
éthanol, pH 9,5). 
L'aspect des structures membranaires d'une préparation faite en 
milieu G.E.M. n'est pas le même (micrographies A. et B. de la planche 
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3.11). La mise en évidence de la membrane limitante est aisée car l'es- 
pace qu'elle enclave n'est pas plus opaque aux électrons que le milieu 
qui les contient (micrographie A.). Leurs dimensions sont comparables. 
Toutefois, des structures tubulaires peuvent être observées dans de 
telles préparations avec une fréquence élevée. Pour les cytologistes, 
leur présence traduit le fait qu'il s'agit non plus de vésicules sphé- 
roïdes mais dz surfaces membranaires cylindriques emboitées les unes 
dans les autres. C'est une conséquence du traitement des membranes par 
1'E.D.T.A. au moment de la vésiculation. Il s'agit là d'une hypothèse 
qui nous remémore les lois fondamentales de la géométrie descriptive : 
représenter, dans un plan, une structure existant dans les trois dimen- 
sions. 
En conséquence, pour un milieu mannitol-phosphate, les conditions 
expérimentales employées permettent de former un compartiment vésiculai- 
re avec des membranes lutoidiques lyophilisées. 
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II - LES MODIFICATIONS DU COMPARTIMENT VESICULAIRE INDUITES PAR LE 
CONDITIONNEMENT. 
Les conditions expérimentales utilisées permettent de former 
un compartiment vésiculaire à partir de membranes lutoidiques lyophi- 
lisées. Il est nécessaire de savoir dans quelle mesure la population 
vésiculaire qui en résulte est homogène. 
Il a été fait appel à de nombreuses techniques mais peu de mani- 
pulations ont conduit à des résultats satisfaisants. Aussi, n'est-il 
décrit, dans cet exposé, que quelques aspects de nombreuses tentatives 
faites pour séparer les vésicules : 
- la centrifugation sur gradient de dextrane ou de saccha- 
rose, 
- l'électrophorèse en veine liquide, 
- la filtration sur gel,... 
A. SEPARATION DES VESICULES PAR CENTRIFUGATION SUR GRADIENT. 
De toutes les méthodes actuellement utilisées pour fractionner 
une suspension membranaire, la centrifugation isopycnique est certai- 
nement la meilleure. Elle permet de séparer convenablement les diffé- 
rents éléments figurés qu'elle contient. 
Généralement, 3 à 4 ml d'une suspension membranaire, provenant 
de la reprise d'un sédiment dans un milieu défini (le plus souvent, 
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le milieu phosphate-mannitol, pH 7,5), sont déposées sur un gradient 
discontinu de concentration de dextrane allant de 0 à 10 % (p./vol.). 
On centrifuge pendant au moins 10 mn à 60.000 x g à 4'C. Les différents 
dosages sont effectués sur les fractions correspondant aux différentes 
populations vésiculaires qu'il a été possible de séparer. 
Le remplacement du dextrane par le saccharose ne donne pas de 
résultats démonstratifs. Nous n'en ferons donc pas mention ici. 
1) Influence de la températme. 
De toutes les manipulations faites, il se dégage l'idée suivan- 
te. 
La distribution des vésicules sur un gradient de dextrane est 
fonction de la température à laquelle elles sont exposées et de la 
durée du traitement. 
Ainsi, comme le montrent les Figures 3.4 et 3.5 , plus la durée 
d'exposition des vésicules à ~O~C est longue, plus leur allègement est 
important et plus la fréquence de répartition dans les couches peu 
denses est élevée. 
On a cherché à représenter cette fréquence de répartition dans 
les schémas des tubes de centrifugation. 
Pour des vésicules constituées dans un milieu phosphate-mannitol 
(pH 6,O) et incubées à O'C, l'analyse de leur distribution (les vési- 
cules étant caractérisées par un indice d'éclatement faible, une forte 
activité ATPase et un rapport activité ATPase/activité phosphatase 
acide élevé) sur un gradient discontinu de dextrane (l-5 % p./vol.) 
indique que l'essentiel des vésicules se trouve réparti entre deux 
fractions : les fractions FIII et FIVA ( contenant respectivement 11,6 
et 8,4 des protéines totales déposées sur le gradient). Elles corres- 
pondent aux frontières des couches 2 et 3 (FIII) et des couches 3 et 
4 (FIV.A ). Il s'agit des deux fractions les plus riches en activité 
ATPase, une activité démontrée comme étant membranaire (J. D'ATJZAC, 
1975). 
Par contre, si ces vésicules sont incubées 60 mn à 30°C (Figure 
3.5.), l'essentiel du matériel membranaire se situe à la frontière en- 
tre les couches 4 et 5 (fraction V) et les couches 3 et 4 (fraction IV). 
Dans la fraction V, on retrouve 42,3 % des protéines récupérées, 23,8 % 
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de l'activité phosphatase acide et 43,5 % de l'activité ATPase initia- 
les. Bien que le gradient discontinu utilisé ne soit pas identique, il 
existe indiscutablement un allègement des vésicules, se produisant au 
cours de l'incubation effectuée à 3O'C. 
Toutefois, l'incorporation de l4 C-citrate la plus importante 
caractérise la fraction F Iv (Figure 3.5 ). cependant, la radio- 
activité spécifique la plus grande est obtenue pour la fraction F 
III' 
la fraction où se trouve l'essentiel de la population vésiculaire 
dans le motif témoin (Figure 3.4 ) . A titre indicatif, la Figure 3.6. 
rend compte de l'incorporation de 14C-citrate par la suspension membra- 
naire dont la distribution est analysée sur ce type de gradient. Au 
bout de 60 mn d'incubation, la radioactivité spécifique s'élève à 
308 dpm x 1.19-l prot. Cette valeur peut être comparée à celle calculée 
pour la fraction FIV (537 dpm x n9-l prot.) et à celle évaluée pour la 
fraction FIII (1207 dpm x yg-' prot.) . ces fractions correspondraient 
à des populations vésiculaires purifiées, débarassées en partie des 
protéines exogènes les contaminant. 
2) InfZuence de Za nature du tampon de vdsicuZation. 
Le fait de vésiculer dans un milieu différent (citrate-phosphate, 
PH 7,5, ou G.E.M., pH 9,5) modifie la répartition des vésicules formées 
sur un gradient de dextrane identique. Ces différences corroborent 
celles observées en microscopie électronique. La taille des vésicules 
engendrées dans ces deux milieux n'est pas comparable et la distribu- 
tion des vésicules sur le gradient de dextrane peut en être le reflet. 
Par ailleurs, il faut retenir l'importance du lavage des membranes 
après la vésiculation et de la présence de 1'E.D.T.A. dans le milieu 
de lavage, quel que soit le type de milieu employé. Il altère la dis- 
tribution des vésicules sur le gradient de dextrane, en modifiant les 
fractions lourdes (FI1 et FIII ). Elles se trouvent éliminées par un 
processus d'allègement dont l'origine est discutée (intervention d'ions 
ou de particules de caoutchouc). Malheureusement, jusqu'à présent, au- 
cun rôle particulier d'ions, comme le calcium ou le potassium, n'a pu 
être mis en évidence mais cela ne signifie pas pour autant qu'ils n'en 
possèdent pas. 
Nous tenions à rendre compte de ces résultats qui soulignent la 
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complexité du problème à résoudre. 
B. SEPARATION DES VESICULES PAR ELECTROPHORESE EN VEINE LIQUIDE. 
Cette technique, pratiquée en routine dans le Laboratoire de 
Physiologie cellulaire de l'Université Pierre et Marie Curie (Paris), 
permet de séparer les structures membranaires biologiques, selon leur 
charge. Elle a été utilisée avec succès pour séparer les lysosomes, des 
mitochondries (R. STAHN, R.P. MAIER et K. HANNIG, 1970), les membranes 
mitochondriales (H-G. HELDRICH, R. STAHYN et K. HANNIG, 1970), les 
chloroplastes (V.W. KLOFAT et J.C. KADER, 1968) et les autres fractions 
subcellulaires (K. HANNIG et H.G. HEIDRICH, 1974 ; H.G. HEIDRICH, 
R. KINNE, E. KINNE-SAFRAN et K. HANNIG, 1972). 
On a recherché, par cette technique, dans quelle mesure, il était 
possible de mettre en évidence des structures différentes dans la popu- 
lation vésiculaire, formée à partir des membranes lutoidiques lyophili- 
sées. 
Les vésicules, engendrées à partir du lyophilisat, sont disper- 
sées dans quelques ml de tampon d'électrophorèse, de façon à avoir une 
suspension membranaire compatible avec le fonctionnement de l'appareil 
(Free-flow electrophoresis system, type FF-5, Bender et Hobein, Munich, 
Allemagne de l'Ouest). Dans toutes ces manipulations, seul le milieu 
phosphate-mannitol a été utilisé. 
Lorsque les vésicules sont formées dans un milieu, soit à pH 6,0, 
soit à pH 7,5,et que l'électrophorèse s'effectue à pH 6,0, les diffé- 
rences dans leur migration sont faibles (Figure 3.7.,courbe A ). Les 
vésicules, formées à pH 6,0, migrent selon un spectre étroit. Pour 
Celles formées à pH 7,5, la même description peut être faite au détail 
près que le faisceau est légèrement décalé vers la cathode. De tels 
résultats indiquent clairement l'existence d'une population relative- 
ment homogène de vésicules chargées négativement. 
Si les vésicules, formées à pH 7,5, sont incubées 60 mn à 30°C, 
il en résulte un fasceau beaucoup plus large comme l'indique le motif 
témoin (incubé le même temps à OoC) (Figure 3.8 , courbes C et D), 
quelle que soit la valeur du pH du milieu d'incubation et de l'électro- 
phorèse. Il en est de même pour les vésicules formées à pH 6,0 
(Figure 3.8 , courbes A et B). 
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Le fait d'incuber à 30°C les vésicules pendant 60 mn augmente 
l'étendue du spectre, qui finit par devenir très large. A la limite, 
il devient difficile de distinguer nettement les bandes initiales. 
Par cette technique, il est donc démontré que la population vé- 
siculaire, formée dans les conditions habituelles, est homogène quant 
à sa charge électrique. D'une manipulation à l'autre, la charge glo- 
bale nette n'est pas identique car les migrations observées sont dif- 
férentes. Toutefois, toutes les vésicules qui la constituent sont 
chargées négativement. Il n'y a pas de structures correspondant à 
une polarité inversée et, par conséquent, chargées différemment. Elle 
nous apprend aussi qu'au cours de l'incubation à 30°C, la charge glo- 
bale est modifiée : la répartition n'est pas la même bien qu'elle cor- 
responde à une charge nette de même signe. 
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III - CONCLUSIONS. 
Par des méthodes fort différentes (enclavement d'activités enzy- 
matiques natives, comme l'activité phosphatase acide, ou non, comme 
l'activité malate-deshydrogénase ; incorporation différentielle de 
molécules non chargées et non transportées activement ; diffraction 
de la lumière ; caractérisation de vésicules en microscopie électroni- 
que), il est possible de mettre en évidence des structures vésiculaires 
osmosensibles dans la suspension membranaire préparée à partir de lyo- 
philisat de fractions lutoldiques dans les conditions expérimentales 
utilisées. 
Certes, la population vésiculaire est morphologiquement hétéro- 
gène. Elle se constitue de sphérules de 2 à 15 l.~ de diamètre. Elle se 
concrétisera par l'obtention de plusieurs fractions membranaires par 
centrifugation sur un gradient discontinu de concentration de dextrane. 
Dans la mesure où les conditions de centrifugation sont isopycniques, 
leur densité moyenne peut être estimée entre 1,0267 g x cmm3 et 
1,029O g x cmB3. 
La distribution des vésicules entre ces différentes fractions 
membranaires est fonction des conditions de préparation (type de l'ho- 
mogénéisation ; nature et pH du milieu de vésiculation ; mode du la- 
vage ; nature et pH du milieu de lavage ; . ..).Le profil de cette dis- 
tribution est tout-à-fait différent lorsque le milieu de vésiculation 
couramment utilisé (le milieu phosphate-mannitol, pH 7,5) est remplacé 
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par un milieu G.E.M. (pH 9,5). L'addition de molécules comme 1'E.D.T.A. 
dans le milieu, soit de vésiculation, soit de lavage, influe aussi 
sur cette répartition. 
Toutefois, il n'existe pas, dans cette population vésiculaire, 
de structures membranaires chargées différemment. Toutes les vésicules 
sont chargées négativement. Leur charge nette globale semble du même 
ordre de grandeur. La technique employée et mise au point par J.C. 
KADER est estimée suffisamment fine pour affirmer une telle hypothèse. 
L'hétérogénéité morphologique ne se concrétise pas par une hétérogénéi- 
té de charge. 
En conséquence, il ne semble pas déraisonnable de vouloir étu- 
dier des processus aussi complexes que l'accumulation du citrate avec 
de telles structures membranaire en relation avec le développement 
d'une force motrice protoniques au niveau.de la membrane vésiculaire. 
Aucun système n'est idéal. Ainsi, il faut remarquer que, dans 
les conditions expérimentales employées lors de l'incubation, il exis- 
te un phénomène d'allègement des vésicules. Leur densité moyenne est 
de l'ordre de 1,019 g x cmS3 après une incubation de 60 mn à 30°C. La 
population qu'elles forment devient beaucoup plus hétérogène. Mais, 
cette hétérogénéité n'est pas discernable par centrifugation sur 
gradient de dextrane. On ne le voit qu'en électrophorèse en veine li- 
quide. Par ailleurs, on doit noter aussi que leur charge nette globale 
est devenue légèrement moins négative. 
CHAPITRE IV 
CARACTERISTIQUES DEL'INCORPORATION 
DU CITRATE PAR LES VESICULES 
VACUOLAIRES 
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1 - CARACTERES VESICULAIRES DE L’INCORPORATION DE CITRATE PAR UN 
SEDIMENT MEMBRANAIRE. IMPORTANCE DE L’ADSORPTION. 
Les conditions expérimentales employées permettent d'obtenir 
un sédiment membranaire contenant des vésicules dont la morphologie 
est fonction du milieu de vésiculation utilisé. Mais, cela n'implique 
pas pour autant que le 14C-citrate susceptible d'être fixé par ce sé- 
diment membranaire soit le résultat d'une accumulation transmembranaire. 
L'hypothèse d'une adsorption chimique, faisant intervenir des liaisons 
covalentes ou electrostatiques avec les groupements polaires membra- 
naires, peut être aussi suggérée. 
L'approche rigoureuse du phénomène d'adsorption est analysée 
en détail par N. LAKSHMINARAYANAIAH (1969) ou par W.D. STEIN (1967). 
Toutefois, à défaut de suivre la méthode que ces auteurs 
préconisent, l'effet de la variation de la température ou de la tonici- 
té du milieu de reprise (qui peut s'identifier dans la plupart des cas 
au milieu d'incubation, aux additions près spécifiques de chaque 
motif expérimental) et l'action des détergents sur la rétention de 
14C-citrate par un sédiment membranaire confirmeront le caractère de 
l'adsorption potentielle. 
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A. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE 
1) Sur Z'ampZitude de Z'incorporation du citrate par un 
compartiment vésicuZaire. 
La Figure4Jmontre que la fixation instantanée de citrate 
par un sédiment membranaire, au moment de la mise en contact, est 
faible : elle est égale au plus à 7,4 nmol x mg-l prot. 
L'évolution de ce processus est fonction des conditions 
d'incubation. Au bout de 60 mn, cette fixation s'avère plus faible 
à OoC (11,8 nmol. x mg-l prot.) qu'à 30°C (56,6 nmol. x mg-' prot.). 
La température influe donc sur le phénomène observé. 
S'il s'agissait d'une simple réaction avec une surface po- 
laire, elle devrait être complète en quelques secondes. Or, le temps 
nécessaire pour obtenir un équilibre apparent entre le citrate et les 
sites membranaires susceptibles de l'adsorber est relativement long. 
Sa dépendance vis-à-vis de la température montre qu'elle nécessite 
une forte énergie d'activation. En conséquence, la présence de 14c- 
citrate dans le sédiment correspond davantage à une entrée de molécules 
dans un compartiment vésiculaire qu'à une interaction (aspécifique) 
avec quelques groupements membranaires. De par la charge portée par 
le citrate, au pH de l'expérience (cf Chapitre VIII, paragraphe 3), 
cette interaction est peu probable car la charge nette globale des 
membranes est négative. 
2) Sur l'état des vésicules et leur aptitude à fixer Ze 
eitrate. 
L'effet de la température sur l'état des vésicules peut 
être étudié de deux façons différentes selon que l'on fait varier la 
température lors de la vésiculation ou lors d'une phase de préincuba- 
tion précédant la mise en contact avec le 14C-citrate. 
Les courbes A et B de la Figure 4.2 montrent que l'abais- 
sement de la température au moment de la vësiculation favorise l'incor- 
poration ultérieure, même si entre la vésiculation et l'incorporation, 
les vésicules ont ëté replacées pendant une heure à 3O'C. La préincu- 
bation (qui suit la vésiculation) a elle-même un effet même si elle 
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ne peut compenser les conséquences d'une température élevée lors de 
la vésiculation (Figure 4.2, courbe C). L'incorporation est d'autant 
plus accentuée que la température de préincubation est plus basse 
(Figure 4.2,courbes A,B, et C.) 
Dans chacun de ces cas, la fixation immédiate de citrate 
s'avère indépendante de la température de vésiculation, de prëincuba- 
tion ou d'incorporation (6,8 - 7,8 nmol. x mg-l prot.), contrastant 
ainsi avec celle observée au bout de 60 mn d'incubation. 
Plusieurs explications peuvent être imaginées a priori : 
dénaturation du site de translocation ; développement d'un efflux plus 
important au cours de l'incubation ; dissipation d'un gradient ionique 
nécessaire à l'énergisation du transport ;.... On en discutera le 
moment venu. 
En résumé, la fixation instantanée de citrate par un sédi- 
ment membranaire, au début de la manipulation, peut être considérée 
comme une adsorption indépendante de l'incorporation mesurée après une 
incubation de 60 mn à 30°C (Figure 4.1). Cette absorption, qui possède 
une sensibilité élevée à la température dépend au contraire du condi- 
tionnement des vésicules. Elle présente les traits d'une absorption 
réelle. 
B. INFLUENCE DE L'ISOTONXITE DU MILIEU DE REPRISE.EFFET DU CHOC 
OSMOTIQUE. 
Les vésicules sont formées dans un milieu de vésiculation 
isotonique contenant du mannitol. Mais, elle peuvent être reprises 
par un milieu d'incubation d'osmolarité différente. 
La Figure 4.3 montre qu'au bout de 60 mn d'incubation, l'in- 
corporation est plus élevée dans un milieu contenant du mannitol 
(courbe A) que dans un milieu qui en est dépourvu (courbe B). 
L'omission de l'agent osmotique peut se faire au cours des 
lavages du sédiment ayant incorporé le 14C-citrate pendant 60 mn à 
3O'C. La quantité de 14C-citrate retrouvée dans le sédiment membranai- 
re est fonction de la concentration de mannitol présente dans le milieu 
de lavage (Figure 4.4., courbe B). On observe également une perte de 
-- 
protéines (courbe A). La courbe d'activité spécifique (dpm x ug ' 
prot.) est croissante en fonction de la concentration en mannitol du 
milieu de lavage (courbe C). Ceci révèle que la perte de protéines par 
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éclatement vésiculaire est relativement plus faible que la perte de 
citrate. 
Il en résulte deux hypothèses : 
- soit les grosses vésicules ont une activité spécifique 
plus faible (cette situation impliquant que la quantité 
de protéines est proportionnelle au volume vésiculaire et 
que l'accumulation de citrate l'est au nombre de sites de 
transport, et par conséquent, à la surface vésiculaire) 
et sont plus résistantes à la diminution de la tonicité 
du milieu, 
- soit, lors de l'abaissement de la concentration de manni- 
tol, la récupération des protéines est plus élevée qu'en 
présence de mannitol du fait de la meilleure sédimentation 
des membranes non vésiculées. 
La seconde semble plus probable que la première, mais aucun 
fait expérimental particulier nous permet de l'affirmer. 
Toutefois, même si le choc hypotonique n'est pas suffisant 
pour rompre toutes les membranes vésiculaires en raison même de l'hé- 
térogénéité des dimensions des compartiments qu'elles définissent 
(cf Chapitre III, paragraphe 19, les résultats obtenus constituent une 
démonstration non ambigüe du caractère vésiculaire de la fixation de 
14C-citrate par un sédiment membranaire lutoidique. 
C. ACTION DES DETERGENTS. 
L'introduction d'un détergent non ionique, comme le Triton 
X-100, dans le milieu de lavage, peut éliminer totalement le 14C- 
citrate que les membranes sont capables de retenir (Figure 4.5, courbe 
A9 - 
Mais la quantité de citrate résiduelle présente dans le 
sédiment est avant tout fonction de la quantité de détergent ajoutée 
dans le milieu de lavage. Lorsque le Triton X-100 est utilisé à une 
concentration de 0,Ol '0 (p./vol.), elle est estimée à 7,5 % de la 
quantité contenue dans le motif témoin (Figure 4.5., courbe A). Dans 
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ces conditions, seulement 58,5 % des protéines du sédiment sont solubi- 
lisées (courbe B). Toutefois, pour cette concentration, le détergent 
rompt la membrane vésiculaire : toute l'activité phosphatase acide en- 
dogène et toute l'activité malate-deshydrogénase, introduite dans 
l'espace vésiculaire, deviennent accessibles au substrat (cf Chapitre 
III, paragraphe 1). 
En conséquence, tout le citrate incorporé, présent dans le 
sédiment, se trouve libéré à une concentration de détergent pour laquel- 
le les protéines ne le sont pas entièrement. 
Malgré tout, ces résultats confirment l'hypothèse d'une ré- 
tention de la majorité du citrate sédimenté par une barrière de per- 
méabilité et de la présence d'une faible quantité de citrate adsorbé. 
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II - DETERMINATION DU KM ET DU Vm DE LA CINETIQUE D'INCORPORATION 
L'incorporation du citrate par les vésicules vacuolysosomales 
a été étudiée en fonction de la concentration de citrate présent dans 
le milieu d'incubation, dans une gamme allant de 0 à 30 mM. 
La vitesse du transport, exprimée en molécules de citrate 
absorbées par une suspension membranaire vésiculée, rapportées à la 
quantité de protéines, est déterminée sur une période d'incubation de 
60 mn à 30°C. Pour le lyophilisat utilisé, la cinétique d'absorption 
est globalement linéaire pour le temps choisi. Cette linéarité est fonc- 
tion du lot de membranes lyophilisées employées ; cette phase peut 
durer entre 20 et 60 mn dans les conditions expérimentales utilisées. 
La radioactivité spécifique (dpm x ug 
-1 
prot.) absorbée en 
60 mn s'avère maximale pour une concentration de 1 mM (figure 4.6). 
Une courbe comparable est décrite avec les lutoides fraichement isolés 
mais avec un maximum situé à 2,5 mM (J. CI'AUZAC et C. LIORET, 1974). 
La présence d'un maximum tient au fait que, dans ces expériences, l'ac- 
tivité volumique du radio-élément est constante tandis que l'activité 
spécifique varie évidemment avec la concentration du citrate. 
La courbe de la vitesse d'absorption en fonction de la con- 
centration du citrate extravésiculaire suggère l'existence d'une ciné- 
tique de saturation bien que, dans les conditions expérimentales utili- 
sées, la saturation n'ait pas été atteinte (figure 4.7, courbe A). 
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La forme analytique la plus probable d'une telle cinétique 
est l'hyperbole associée au modèle de M.L. MENTEN et L. MICHAELIS 
(L. MICHAELIS et M.L. MENTEN, 1913 ; G.E. BRIGGS et J.B.S. HALDANE, 
1925). Pour la détecter, différentes transformations de l'équation de 
MENTEN-MICHAELIS peuvent être utilisées. Le Tableau 4.1 résume les 
principes de ces transformations et les estimations des valeurs pour 
le Km et la Vm auxquelles elles conduisent. 
Sur toute la gamme de concentrations employée, Km corres- 
pond à 8,2 1 3,l mM et Vm, à 48,5 f 9,2 nmol. citrate x mg-l prot. x 
hr-l. Cependant, la sédimentabilité des vésicules décroit à mesure 
que la concentration en citrate du milieu d'incubation croît. D'où une 
explication possible de la variabilité des résultats obtenus lorsque 
la concentration en citrate est élevée. En conséquence, dans une gam- 
me de concentration plus restreinte, Km devient 5,l i 0,5 mM et Vm, 
35,4 f. 2,8 nmol. citrate x mg-l prot. x hr-l. 
La représentation selon H. LINEWEAVER et D. BURK (1934) mon- 
tre une forte affinité du site de transport du citrate pour son subs- 
trat (Figure 4.8.). Mais, elle ne privilègie aucune valeur particulière. 
Elle donnera un poids exagéré aux faibles doses pour lesquelles de 
faibles incorporations sont obtenues, ce qui fait que,si un second 
système de transport à faible affinité existe, il ne pourra pas être 
décelé. 
Or, la représentation selon G.S. EADIE (1942) et B.H.J. 
HOFSTEE (1952) (Figure 4.9) suggère l'existence d'une branche dont 
le comportement semble différent et qui se trouve dans la gamme de 
valeurs O-2 (prises par le terme V/S). Il est tentant de l'associer 
à l'existence d'un second site de transport du citrate. L'étude ana- 
lytique de la courbe expérimentale, effectuée selon la méthode de 
H. SENTENAC (1977), amene à définir deux sites d'affinité différente : 
- un premier, avec une forte affinité, le Km ayant une 
valeur de 3,95 mM et un Vm de 17,83 nmol. x mg-l prot. 
x hr-l, 
- un second, d'affinité plus faible, dont le Km équivaut 
à 20,4 mM et le Vm, à 42,53 nmol. x mg-l prot. x hr-l, 
Dès lors, il devient possible de rechercher le formalisme 
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de la cinétique d'incorporation du citrate et de ses différentes repré- 
sentations à différentes doses en fonction des hypothèses formulées : 
unitaire (Figures 4.7, courbe B, et 4.9, courbe B) ou non (Figures 4.7, 
courbe C et 4.9, courbe C). 
Toutefois, les résultats obtenus ne permettent pas de choi- 
sir entre ces deux alternatives. 
Pour leur part, J. D'AUZAC et C. LIORET (1974) ont décrit 
des valeurs comparables pour le Km. Ils l'estiment à 7 mM. Il faut 
préciser que leurs conditions expérimentales sont légèrement différen- 
tes : leur milieu d'incubation (100 mM phosphate de potassium) est 
ajusté à pH 6,9. 
Par ailleurs, il faut signaler que des valeurs sensiblement 
distinctes pour le ~m sont décrites pour un milieu d'incubation diffé- 
rent (100 mM triéthanolamine) ajusté à pH 7,0 (5mM) ou à 7,5 (20 mM) 
(J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974 ; M.C. MONTARDY et C. LAMBERT, 1977). 
Cette différence vient du fait que les constantes cinétiques 
d'un transporteur varient autant avec le pH qu'avec la composition io- 
nique du milieu d'incorporation. Ceci est en relation directe avec le 
fonctionnement du transporteur. Les termes de comparaison n'étant pas 
les mêmes, il est difficile de conclure à leur identité. 
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III - INFLUENCE DU PH DU MILIEU D’INCUBATION SUR L’INCORPORATION DU 
CITRATE. 
L'incorporation du citrate par les vésicules vacuolysosoma- 
les est sensible au pH du milieu d'incubation (Figure 4.12). Dans la 
gamme de pH étudiée, le pH du milieu d'incorporation influence net- 
tement la vitesse de pénétration dans les vésicules lutoïdiques. 
Le milieu d'incorporation contient 100 mM H.E.P.E.S., 
5 mM citrate, 5 mM MgClz, 5 mM ATP, 300 mM mannitol et 5 mM B- 
mercaptoethanol. Son pH est ajusté de 6,12 à 9,05 par addition de 
Tris-base. 
La vitesse d'absorption décroît fortement lorsque le pH 
varie de 6,2 à 8,8 (Figure 4.12). 
De tels résultats sont à rapprocher de ceux illustrés dans 
la Figure 8.1, qui décrit la variation de la proportion des différentes 
espèces moléculaires de l'acide citrique en fonction du pH du milieu. 
Par analogie, on en déduit que la forme concernée devrait être RH2- 
(cf Chapitre VIII, paragraphe 3.) 
Les courbes obtenues avec les lutoïdes présentent un opti- 
mum à pH 7,0 (J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974 ; M.C. MONTARDY et C. 
LAMBERT, 1977), un pH où la forme prédominante est R3-. La différence 
avec nos résultats peut être dûe aux qualités des membranes lutoidiques 
mais aussi à la nature des milieux employés (triéthanolamine-HC1 et 
Tris-maléate pour les références citées ; H.E.P.E.S. dans notre cas). 
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Du fait de cette sensibilité de l'incorporation du citrate 
au pH du milieu d'incubation, il est nécessaire d'employer un milieu 
possédant un pouvoir tampon important (cf Figure 7.11). 
Dans la manipulation décrite dans la Figure 4.12, la varia- 
tion de pH observée au cours de l'incubation est limitée (0,l à 0,3 
unités de pH, dans la zone du pouvoir tampon de la molécule utilisée). 
C'est d'ailleurs la raison pour laquelle l'incorporation du citrate 
a été exprimée en fonction du pH du milieu d'incorporation mesuré, 
soit au début de l'incubation (t,), soit à sa fin (t60). Nous discute- 
tons des causes de la variation de pH dans les Chapitres VII et VIII. 
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IV - IMPORTANCE DE L’EFFLUX DANS DIFFERENTES CONDITIONS EXPERIMENTALES. 
La reversibilité du transport est étudiée en analysant les 
cinétiques d'efflux dans des conditions expérimentales variées. 
Après une mise en contact d'une heure avec le citrate 
radioactif, les vésicules sont lavées et remises en suspension dans un 
milieu ne contenant plus que 5 mM citrate non radioactif. Après une 
seconde incubation de 60 mn, on observe une diminution de la quantité 
de citrate absorbée par le compartiment vésiculaire (Figure 4.13). 
A température ambiante, il ne reste plus que 20 % de la 
radioactivité initiale dans les vésicules (Figure 4.13, courbe B). Par 
contre, à OoC, il en subsistera encore 88 % (courbe A). 
La perte de radioactivité ainsi mesurée est d'autant plus 
importante que la concentration du citrate dans le milieu d'exsorption 
est plus élevée (Figure 4.14). Dans la manipulation décrite, pour une 
concentration de 10 mM, 54 % de la radioactivité initialement présente 
dans le compartiment vésiculaire est échangée au bout de 60 mn de dé- 
sorption. La constante de temps correspondant a une exsorption de 50 % 
de la quantité de citrate exsorbable est de 40 mn environ. Par contre, 
en son absence, cet efflux se réduit à 20 30 de la radioactivité incor- 
porée, avec une constante de temps manifestement beaucoup plus élevée. 
50 % de la quantité totale exsorbée est déjà sortie en moins de 15 mn. 
11 semble que le citrate des vésicules se trouve réparti 
dans deux compartiments cinétiques, le premier correspondant à une for- 
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me rapidement exsorbable même à froid et en absence de citrate externe 
(Figures 4.13, courbe A, et 4.14, courbe A), le second à une forme 
échangeable lentement, bloquée à OoC (Figure 4.13, courbe B) et exsor- 
bable seulement contre du citrate extérieur (Figure 4.14, courbes B et 
Cl - 
Une telle observation a été faite pour d'autres systèmes 
vésiculaires, comme les vésicules plasmiques isolées de racines 
d'avenu nadiva (H.SZE et T.K. HODGES, 1976). 
Les résultats obtenus sur les lutoïdes fraîchement isolés 
sont différents : M.C. MONTARDY et C. LAMBERT (1977) concluent que 
l'incorporation du citrate est irréversible. 
Ces auteurs interprètent la faible perte de radioactivité 
observée au cours de leur manipulation comme la conséquence de la fra- 
gilité des structures lutoïdiques et de leur destabilisation. Leurs 
conditions expérimentales ne sont pas identiques aux nôtres : leur 
milieu d'incubation contient 100 mM triéthanolamine, ajusté à pH 7,0 ; 
leur phase d'incubation dure 30 mn à 25OC et la phase d'exsorption, 
45 mn, à la même température. Par ailleurs, les lutoïdes ont conservé 
leur contenu original (avec tout ce que cela implique et, en particu- 
lier, l'existence d'un effet Donnan) alors que nos vésicules ont un 
milieu qu'il est possible de moduler et de faire varier à volonté. 
En conclusion, l'incorporation du citrate par les vésicules 
vacuo-lysosomales semble un processus réversible dans la mesure où 
un échange peut s'effectuer. 
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V- EVOLUTION DE L’ACTIVITE SPECIFIQUE DU SEDIMENT VESICULAIRE AU 
COURS DE L’INCUBATION. 
Dans le contexte naturel, les vacuoles contiennent du ci- 
trate à une concentration de l'ordre de 50 mM (J. D'AUZAC et C. LIORET, 
1974 ; D. RIBAILLIER, 1971). Le lyophilisat en contient par conséquent 
une quantité non négligeable. Dans les conditions expérimentales uti- 
lisées, en particulier lorsque la vésiculation se fait en présence de 
50 mM citrate, il en résulte une concentration finale de l'ordre de 
25 à 50 mM. L'absorption s'effectue donc contre un gradient transmem- 
branaire de concentration, la concentration du milieu d'incubation 
étant de 5 mM. Néammoins, il peut s'agir d'un simple échange entre 
le citrate interne non marqué et le citrate externe radioactif. 
D'après les paragraphes précédents, il semble que l'incor- 
poration du citrate s'accompagne au moins partiellement d'une exsorp- 
tion concomitante. Dans ce cas, on a la relation : 
d Cinx - = 
dt 
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En choisissant correctement les unités de radioactivité, on 
prendra, par définition, Se, = 1 (dans les conditions expérimentales 
utilisées, (SO)ex = 1 l.lCi X pmol. -l), ce qui revient à écrire : 
S 
ex’ 
sin s - = in 
'ex 









s'exprime alors en une fraction de sa valeur maximale 
évoluant par conséquent de 0 à 1. 
Il est évident que : 
- V représente le volume vésiculaire, 
- Cxin, la concentration interne en solute radioactif, 
- Cinr la concentration interne en soluté, 
- C':ex, la concentration externe en soluté radioactif, 
- 'exr la concentration externe en soluté, 
-J 
in' 
l'influx de l'ion considéré, 
-J ex, l'efflux de l'ion considéré. 
L'équation (4.5) représente la formulation la plus simple 
du mouvement des molécules de citrate entre le milieu et les vésicules 
(cf U. LUTTGE et N. HIGINBOTHAM, 1979 ; D.J.F. BOWLING, 1976). Elle 
peut se compliquer si ce dernier est lié au développement d'un poten- 
tiel membranaire ou s'il dépend d'autres forces (couplage avec d'autres 
mouvements ioniques ; nécessité d'un cofacteur métallique ;...) 
Au cours d'une incubation de 60 mn, réalisée dans les con- 
ditions habituelles (les vésicules, préparées dans un milieu phosphate- 
mannitol, pH 6,0, sont incubées à pH 7,5, en présence de 5 mM ATP-Mg 2+ , 
à 30°C), l'influx net de citrate n'excède pas 49,3 nmol x mg-l prot. 
(Figure 4.15, courbe A). Il correspond à l'augmentation de la quantité 
de citrate trouvée dans le sédiment vésiculaire (courbe B). En consé- 
quence, il ne s'agit pas là d'un simple échange mais d'une accumulation 
réelle, la quantité de citrate intravésiculaire augmentant malgré 
l'existence d'un gradient transmembranaire initial de concentration. 
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Par ailleurs, l'enrichissement isotopique observé est faible 
(Figure 4.15, courbe C). Il n'excède pas 0,08 % après 60 mn d'incuba- 
tion. L'equilibre isotopique n'est donc pas atteint dans les conditions 
expérimentales employées. 
De par la faible valeur prise par Sin, l'efflux calculé 
à partir de l'équation 4.5 est nécessairement faible. Or, ce dernier 
est important (Figures 4.13, courbe B et 4.14, courbe B). Le modèle 
cinétique envisagé est, par conséquent, insuffisant. 
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VI - DISCUSSION ET CONCLUSIONS. 
Toutes les propriétés décrites pour les lutoides (J. D'AUZAC 
et C. LIORET, 1974 ; M.C. MONTARDY et C. LAMBERT, 1977 ; J. D'AUZAC 
et al, 1977) se retrouvent avec les vésicules engendrées à partir de 
membranes lutoidiques lyophilisées. 
Le flux du citrate au travers de la membrane vacuolysosomale 
se différencie d'une adsorption potentielle toujours possible sur des 
sites membranaires superficiels par sa cinétique thermodépendante, 
osmosensible et pouvant être décrite selon un formalisme michaëlien 
(avec des constantes cinétiques de valeurs comparables à celles données 
pour les lutoïdes frais). 
La représentation selon G.S. EADIE et B.H.J. HOFSTEE 
(Figure 4.9) indique la possibilité de l'existence d'un second site 
de transport, dont l'affinité serait faible. 
Toutefois, la formalisation des cinétiques d'influx et 
d'efflux, selon une cinétique hyperbolique classique, est insuffisante 
pour rendre compte : 
- du faible enrichissement isotopique, 
- de l'amortissement rapide de l'influx, 
- d'un efflux important malgré une activité 
spécifique relativement faible. 
La complexité de la situation a nécessité une simulation 
digitale (cf Annexe 2 : Procédure de calcul utilisé lors des simula- 
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tions). Parmi les différents modèles testés, le plus probable s'avère 
le suivant. Il existerait deux compartiments caractérisés par des cons- 
tantes cinétiques différentes, le premier susceptible d'être rapidement 
marqué, d'être très vite en équilibre isotopique avec le milieu d'incu- 
bation, ce qui expliquerait l'importance de l'efflux observé. Le second 
compartiment (cinétique), en équilibre avec le premier, contiendrait 
l'essentiel du citrate vésiculaire. 
A partir des données expérimentales dont nous disposons, il 
est possible d'ajuster la courbe théorique ainsi obtenue à la courbe 
expérimentale, en choisissant judicieusement les valeurs des constantes 
cinétiques. 
Cette modélisation rend compte d'une partie des résultats 
obtenus (Figures 4.16 et 4.17). Elle est compatible avec l'existence 
d'un efflux important (Figures 4.16, courbe B,et 4.17, courbe B) mal- 
gré un enrichissement isotopique faible (Figure 4.16, courbe C). 
La simulation faite dans le cadre de cette hypothèse permet 
l'obtention de la courbe théorique D de la Figure 4.7, qui ne s'avère 
pas très différente de la courbe expérimentale. 
Par ailleurs, ce modèle n'implique pas l'existence d'un 
second site de transport à affinité plus faible (Figure 5.9, courbe 
D) - Toutefois, il n'explique pas l'effet des doses externes de citrate 
sur l'efflux. Il ne prévoit pas une variation importante de l'efflux 
dans les conditions expérimentales utilisées. 
Nous discuterons de l'intérêt d'un tel modèle dans le 
Chapitre VIII. 
CHAPITRE V 
DETERMINATION DE LA FORCE 
MOTRICE PROTONIQUE DEVELOPPEE 
AU NIVEAU DE LA MEMBRANE VACUOLAIRE 
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L'incorporation du citrate (et son accumulation) par un 
compartiment vésiculaire nécessite ipso facto le passage de la membrane -- 
limitante au niveau d'un site transporteur. Elle se fait contre un 
gradient transmembranaire de concentration. En conséquence, elle impli- 
que de l'énergie. Il existera donc un mécanisme de couplage avec un 
système lui fournissant l'énergie dont elle a besoinpour se dérouler. 
Parmi les différents types de couplage existants, on peut 
indiquer : 
- un couplage chimique, avec la formation d'un intermédiaire 
riche en énergie (E-C. SLATER, 195x), 
- un couplage conformationnel, qui est un cas particulier 
du précédent, en ce sens que ce n'est plus une liaison 
mais un état conformationnel qui est en jeu (P-D. BOYER, 
19741, 
- un couplage chimie-osmotique, avec l'intervention directe 
ou non du gradient electrochimique protonique (P. MITCHELL, 
1966), 
- une variante du précédent a été formulé par R.J.P. 
WILLIAMS (1961) . 
L'énergie impliquée dans le transport de la plupart des mo- 
lécules organiques au niveau des membranes végétales est considérée 
comme dérivant de la force motrice protonique mise en place par une 
activité ATPase pompe à protons (R-J. POOLE, 1978 ; J-A. RAVEN et 
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F-A. SMITH, 1977 et 1980 ; F-W. BENTRUP, 1980). C'est l'un des aspects 
du modèle chimie-osmotique développé par P. MITCHELL (P. MITCHELL, 
1961, 1967, 1972, 1973, 1976 et 1977 ; P. MITCHELL et J. MOYLE, 1974). 
L'ATPase pompe à protons constitue un processus de transport primaire. 
Cette ATPase pompe à protons est electrogénique. Elle a été 
maintes fois caractérisée au niveau du plasmalemme chez les végétaux 
inférieurs, comme h%fla C0&am (cf U.KISHIMOTO et al., 1980 ; 
T. SHIMMEN et M. TAZANA, 1977), comme NtiQeea ahan&ucevL-l (cf 
R-M. SPANSWICK, 1972 ; P-W. KEIFER et R-M. SPANSWICK, 1978 ; R-M. 
SPANSWICK, 1980), comme Newmpoka cmma (B-J. BOWMAN et c-w. SLAYMAN, 
1977 ; B-J. BOWMAN et al, 1980 ; G-A. SCARBOROUGH, 1977) ou encore 
comme Sacchahomycti cehewikae . 
Comme le rappelle D-W. KEIFER et R-M. SPANSWICK (1978), les 
critères principaux permettant de mettre en évidence une pompe ionique 
électrogène sont les suivants : 
- le potentiel membranaire mesuré excède la valeur maximale 
calculée pour le potentiel de diffusion à partir des 
mesures des activités interne et externe des principaux 
ions, 
- l'inhibition de la pompe ramène instantanément, et éven- 
tuellement réversiblement, la valeur du potentiel membra- 
naire à celle du potentiel de diffusion. 
Depuis P. MITCHELL (1961), le concept de force motrice pro- 
tonique est à la base de toutes des réactions se déroulant au niveau 
des membranes biologiques. Elles impliquent la formation et l'utilisa- 
tion d'une différence de potentiel électrochimique protonique 
(A$,+). Cette dernière (correspondant à la force motrice protonique) 
I 
comprend une composante électrique (AY) et une composante osmotique 
(ApH) liées par la relation : 
‘“H+ = Ay - 2,303. F. APH 
où AY représente le potentiel électrique au travers de la membrane et 
ApH, la différence transmembranaire de pH. 
Parmi les nombreuses possibilités existantes, dénombrées 
à 11 selon V-P. SKULACHEV (1979), l'activité ATPase plasmalemmique 
trouvée chez les végétaux (J. DELHEZ et al, 1977 ; J-P. DUFOUR et 
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A. GOFFEAU, 1978 ; G.A. SCARBOROUGH, 1975 et 1977 ; B.J. BOWMAN et 
C.W. SLAYMAN, 1977 ; . ..) est un système permettant de coupler l'hydro- 
lyse de 1'ATP à la génération d'un A~H+. Pour ce qui est de 1'ATPase 
tonoplastique (J. D'AUZAC, 1975 et 1977), cette activité est suggérée 
mais elle reste à démontrer. 
L'hypothèse de P. MITCHELL implique l'existence de tout un 
ensemble de transporteurs qui facilitent les échanges électriquement 
+ 
compensés des anions avec OH- et des cations avec H . Il comprendra 
des transporteurs spécifiques, soit uniports (fonctionnant avec la com- 
posante électrique de la force motrice protonique), soit symports ou 
antiports (faisant intervenir le gradient transmembranaire de pH). 
Ils constituent un processus de transport secondaire. 
Quel que soit le type du couplage énergétique, entraînant 
le transporteur du citrate, il est fondamental de pouvoir mesurer le 
potentiel transmembranaire (afin de connaître l'electrogénicité de son 
fonctionnement) et le gradient transmembranaire de pH, ce qui permettra 
d'estimer leur contribution relative dans la force motrice protonique. 
-101 - 
1 - LA MESURE DE LA DIFFERENCE DE POTENTIEL MEMBPWAIRE. 
Du fait de l'exiguité des vésicules, il est impossible d'u- 
tiliser des micro-électrodes pour mesurer le potentiel transmembranaire. 
Il est donc nécessaire d'employer des méthodes indirectes, comme celles 
introduites par L.L. GRINIUS et a1 (1970), qui impliquent la distribu- 
tion à l'équilibre d'un acide ou d'une base lipophile. 
Cette méthode, employée avec succès chez les bactéries (cf 
F.M. HAROLD et D. PAPINEAU, 1972 ; S. RAMOS et al., 1976, par exemple), 
n'a jamais été testée, à notre connaissance, sur les vacuoles végétales. 
Nous avons cherché à en connaître sa validité avec les vésicules vacuo- 
lysosomales. 
A. PRINCIPE DE LA METHODE. 
Elle consiste à mesurer la distribution à l'équilibre de 
molécules lipophiles pouvant traverser librement les membranes biolo- 
giques telles que le SCN-, le dibenzyl-diméthylammonium (DDA+) (K. 
ALTENDORF et al, 1975), le tétraphenylphosphonium (TPP+) (L.L. GRINIUS 
et al, 1970 ; L.E. BAKEEV et al, 1970 ; E.A. LIBERMAN et V.P. SKULACHEV, 
1970 ; V.P. SKULACHEV, 1971) voire le triphényl-méthyl-phosphonium 
(TPMP+) (s. ~~~JLDINER et H.R. ~BACH, 1975). Récemment, un nouveau 
marqueur a été introduit : le N - méthyl - deptropine (MDT) (P.G. 
RUIFROK et al, 1979). 
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Ces sondes ont une structure moléculaire suffisamment étran- 
gère à la cellule pour que l'on puisse admettre qu'il n'y a pas de 
transporteur spécifique capable de les reconnaître et de les entraîner. 
Leur charge est suffisamment delocalisée pour leur conserver un carac- 
tère lipophile, c'est-à-dire une bonne perméabilité passive. Elles 
peuvent donc diffuser dans la membrane et se mettre à l'équilibre de 
Nernst entre le milieu et les vésicules. 
Nous aurons dès lors la relation : 
APi = RT In C ilin -E-Z F. AY 
[ i lex (5.2) 
avec : 
- Au i r 
le gradient de potentiel électrochimique pour l'ion 
i considéré, 
- AY, les différences de potentiel électrique (existant entre 
les deux compartiments séparés par la membrane), 
- C il 
in 
et [il , les activités interne et externe de l'ion 
ex 
11 
- 2, la valence de l'ion i, 
- R, T et F ayant leurs significations habituelles (cons- 
tante des gaz parfaits, température absolue, équivalent 
de Faraday). 
A l'équilibre, on a AP =o 
i 
[ilin 
ZF. AY = - RT In - 
[i]ex 




La validité de la relation (5.4) ainsi définie à l'équilibre 
suppose plusieurs conditions implicites : 
- seule la forme ionique doit &tre passivement perméante 
(et non les formes éventuellement neutres), 
- l'équilibre doit être rapidement atteint, 
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- la sonde ne doit pas entrer en interaction avec les struc- 
tures membranaires présentes dans le milieu d'incubation, 
- son mouvement ne doit pas affecter le potentiel trans- 
membranaire préexistant, ce qui implique que sa concentra- 
tion soit faible de manière à ne pas modifier la conduc- 
tivité de la membrane, 
- il ne doit pas y avoir d'adsorption. 
Ces conditions étant remplies, la précision de la méthode 
dépendra de la possibilité d'obtenir une accumulation importante de 
la sonde considérée et une connaissance rigoureuse du volume vésicu- 
laire (ceci afin de pouvoir calculer les concentrations à partir de la 
mesure des quantités accumulées). 
B. RESULTATS. 
1) Cinétique d'incorporation des moZécu7Yes ZipophiZes par 
Zes VésicuZes vacuo-Zysosomales. 
La Figure 5.1. rend compte d'une expérience qui permet de 
suivre, en fonction du temps, l'incorporation des molécules testées, 
le SCN-, le TPMP' et le TPP+, par les vésicules vacuo-lysosomales. 
Les cations (3H-TPP+ et 14C-TPMP+)sont accumulés (Figure 
5.1, courbes B et E) alors que l'anion (14C-SCN-) ne l'est pas 
(Figure 5.1, courbe H). Ceci indique que l'intérieur des vésicules 
est polarisé négativement par rapport au milieu. 
Au bout de 10 mn d'incubation à 25OC, la valeur prise par 
le rapport [Alin /blex (A représentant l'une des trois molécules 
testées) est constante. L'équilibre serait donc atteint au bout de 
ce temps dans les conditions expérimentales employées. 
A l'équilibre, les cations sont accumulés de 25 fois (pour 
le TPP+) à 32 fois (pour le TPMP+), ce qui donne un potentiel de Nernst 
de l'ordre de - 83 à - 89 mV. 
En rassemblant les valeurs moyennes de 3 à 4 expériences 
semblables à celle décrite ci-dessus, on voit que les valeurs de poten- 
tiel membranaire ainsi déterminées sont comparables, quelle que Soit 
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la nature de la molécule lipophile utilisée : 
- 89 514 mV pour le SCN-, 
- 92 520 mV pour le TPP+, 
- 92 rtl3 mV pour le TPMP+. 
La pénétration des sondes lipophiles employées est relati- 
vement rapide. En effet, pour le motif correspondant au temps t = CI mn, 
une faible incorporation est notée. Elle a lieu pendant la centrifuga- 
tion qui ne sépare pas instantanément les vésicules du milieu où est 
introduit le traceur radioactif. D'où la valeur artéfactuelle trouvée 
pour ce motif, qui est très différente de la valeur théorique. 
2) InfZuenee du conditionnement des vésicules sur la r&ten- 
tion des molécules Zipophiles. 
La similitude des valeurs déduites des distributions des 
cations et des anions montre qu'il est peu probable que ces résultats 
soient faussés par des adsorptions potentielles. Néammoins, pour déter- 
miner de façon plus sûre si ces molécules sont à l'état libre ou liées 
à quelques sites membranaires potentiels contenus dans ces vésicules, 
les conditions d'incubation ont été modifiées : les vésicules sont ex- 
posées, soit à un choc osmotique (hypotonique par dilution dans l'eau 
distillée ou hypertonique par addition de sorbiLo1) , soit à un choc 
thermique (par augmentation ou par diminution de la température d'incu- 
bation. 
a) le choc osmotique 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont diluées dans de l'eau 
distillée après une phase d'incubation de 20 mn dans une solution 
f 
contenant du TPMP , du TPP+ ou du SCN-. Pour les deux premières molé- 
cules, la cinétique d'accumulation a été suivie (Figure 5.2., courbes 
A et C). Pour la dernière, elle n'a pas été observée. 
Le choc osmotique hypotonique entraîne probablement l'écla- 
tement d'une partie de la population vésiculaire. Il altère considéra- 
blement la quantité de TPMP+ et de TPP+ liée aux vésicules (Figure 
5.2, courbes A et C). Environ 70 % des cations lipophiles accumulés 
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sont perdus par les vésicules alors que le volume vésiculaire diminue 
de 57 % (Tableau 5.1.). Cependant, le calcul des concentrations interne 
et externe après éclatement montre que le terme log[A]in/[A]ex (c'est- 
à-dire la grandeur dont est tiré le potentiel membranaire) ne varie 
que de 0,2 à 1,5 "a. 
L'addition de sorbitol dans le milieu d'incubation diminue 
le volume vésiculaire par choc hypertonique (Figure 5.3, courbe A). 
La quantité de TPMP 
+ 
ou de SCN incorporée par les vésicules diminue 
à mesure que la concentration en sorbitol croit (Figure 5.3., courbes 
B et D). Il existe une relation entre la variation de la quantité de 
TPMP+ ou de SCN- accumulée et celle du volume vésiculaire. Le rapport 
d'accumulation, d'où est tiré le calcul du potentiel membranaire 
(Figure 5.3., courbes C et E), est constant. On en conclut qu'une 
fraction importante des molécules lipophiles, sinon la totalité, existe 
sous forme libre dans ces vésicules. 
f3) le choc thermique 
Le fait d'augmenter la température du milieu d'incubation 
de 25OC à 100°C se traduit par une diminution considérable du volume 
vésiculaire (plus de 80 %) pendant la phase de traitement (Tableau 
5.1.). Les quantités de TPMP+, de TPP+ et de SCN-, retenues par les 
vésicules, subissent la même évolution (Figure 5.2., courbes A, C et 
E i Tableau 5.1 ). La diminution observée est de l'ordre de 90 %. Il 
existe donc un parallélisme strict entre la diminution du volume vési- 
culaire et la quantité de molécules lipophiles accumulées. Par ailleurs, 
tout au long de l'incubation, le facteur d'accumulation, d'où est tiré 
le potentiel membranaire (Figure 5.2., courbes B, D et F), est constant. 
Là encore, nous sommes amenés à conclure que les molécules utilisées 
comme marqueurs ne sont pas adsorbées sur quelques sites de fixation 
présents sur la membrane vésiculaire. 
L'abaissement de température du milieu d'incubation de 25OC 
à OoC a, pour conséquence, une variation non significative du volume 
vésiculaire de l'ordre de 9 % (Tableau 5.1). La Figure 5.2 (courbes 
A et C) montre une diminution importante de l'accumulation du TPMP 
+ 
et du TPP+ par les vésicules. Elle se chiffre respectivement à 64 et 
77 % (Tableau 5.1 ) . Corrélativement, la tendance inverse est observée 
pour le SCN-. Il existe une rétention relative plus grande de cette 
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molécule par les vésicules. Ainsi, au cours de l'incubation, lors de 
ce traitement, le calcul du potentiel membranaire suggère l'existence 
d'une dépolarisation se développant à froid (Figure 5.2, courbes 
B, D et F). 
Ces résultats sont à rapprocher de ceux décrits par R. 
GOLDMAN (1976) et par R. GOLDMAN et H. ROTTENBERG (1973) - La conducti- 
vité de la membrane lysosomale est modifiée à O“C. Elle ne conserve 
pas ses caractéristiques de barrière imperméable aux protons et à dif- 
férents ions, le potassium en particulier. D'où les difficultés que 
nous avons eues lorsque nous voulions conserver l'intégrité des vési- 
cules à OoC : dans quelques cas, le gradient transmembranaire de pH 
n'était pas maintenu pendant l'incubation. 
Nous n'avons pas eu la possibilité d'effectuer un nombre 
suffisant de répétitions pour donner des résultats sous une forme sta- 
tistique. Mais, nous pensons qu'il sont suffisamment clairs pour nous 
permettre de conclure à la validité de la méthode. 
3) Influence des eations diffusibzes sur Za rbtention des 
molécules ZipophiZes par les vésicules. 
Si l'incorporation des sondes lipophiles est le fait du 
seul potentiel membranaire existant au niveau des vésicules, toute 
condition expérimentale connue pour dépolariser les membranes biolo- 
giques doit modifier l'amplitude de l'accumulation autant du TPP+ que 
du Tl?MP+, comme le suggèrent E. KOMOR et W. TANNER (1976). 
Jusqu'à présent, seules des molécules imperméantes étaient 
utilisées et le rapport [A]~,/[A],, demeurait constant. 
a) l'influence du potassium 
L'existence d'un potentiel de diffusion lié au potassium a 
été mise en évidence sur des lutoides conservés dans la glace fondante 
pendant 36 à 48 h. (B. MARIN, 1979 et 1980 ; B. MARIN et al., 1981). 
On peut donc prévoir que l'augmentation en potassium du milieu extérieur 
entraînera une dépolarisation de la membrane vésiculaire. 
Du KG1 est ajouté à une suspension de vésicules ayant préa- 
lablement accumulé l'une des sondes lipophiles radioactives. On obser- 
ve alors que la radioactivité liée aux vésicules évolue de façon dif- 
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férente selon la nature de la molécule utilisée (Figure 5.4, courbes 
A et C). 
La comparaison des courbes A et C (Figure 5.4) et le calcul 
du potentiel membranaire à partir du rapport d'accumulation montrent 
qu'il y a bien une dépolarisation d'autant plus marquée que la dose 
externe de KCl est plus élevée (Figure 5.4, courbes B et D). Lorsque 
la concentration en KCl du milieu d'incubation est multipliée par 10, 
la dépolarisation est comprise entre 34 et 54 mV. Dans des conditions 
identiques, E. KOMOR et W. TANNER (1976) obtiennent une dépolarisation . 
de 60 mV chez Chh/t&a vu~ycutin. 
8) l'influence des protons 
Le fait d'incuber les vésicules, préparées dans les condi- 
tions habituelles (la vésiculation s'effectuant à pH 6,0), dans des 
milieux de pH différents, affecte la distribution à l'équilibre du 
TPMP' (Figure 5.5, courbe A). Cette perturbation est d'autant plus 
importante que le pH externe est élevée. Elle n'excëde pas 20 % dans 
la gamme de pH située entre 5,0 et 6,5. 
L'hyperpolarisation observée, déduite à partir de cette dis- 
tribution, est de. l'ordre de 10 à 20 mV, lorsque le pH du milieu d'in- 
cubation varie de 5,0 à 7,O (Figure 5.5, courbe B). 
Une variation du même ordre de grandeur a été décrite pour 
des protoplastes préparés à partir de tissus foliaires d'Avena dtiva, 
dans la même gamme de pH. 
Sa signification est complexe, comme nous en discuterons 
dans le Chapitre suivant (cf Chapitre VI, paragraphe 2). Mais, il faut 
remarquer les points suivants dès maintenant. Non seulement, la charge 
nette des cations lipophiles utilisés est indépendante du pH, dans la 
gamme de pH utilisé mais l'absence d'effet d'une variation d'un facteur 
de 100 de la concentration en protons sur l'amplitude du potentiel 
transmembranaire suggère l'existence d'une perméabilité passive aux 
protons relativement faible. En conséquence, s'il existe un système 
électrogène utilisant les protons extérieurs, son fonctionnement est 
peu sensible au pH extérieur. 
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4) Influence du chlorure d'ammonium, de la méthylamine 
et du TPP' sur la distribution à l'équilibre des moZé- 
eules 1ipophiZes. 
Le Tableau 5.11 rend compte de l'effet spécifique des molé- 
cules introduites dans le milieu d'incubation sur l'accumulation du 
TPMP+ par les vésicules. 
Ainsi, dans le motif témoin, le rapport d'accumulation ne 
varie pas pendant toute l'incubation. Le potentiel transmembranaire, 
qu'il est possible d'en déduire, est de l'ordre de -90mV. 
L'addition de NH4Cl (5OmM) ou de méthylamine (50 mM) en mo- 
difie la valeur : la dépolarisation qui en résulte est de l'ordre de 
20 à 30 mV. 
Si la molécule ajoutée est le TPP + (30 mM) , un effet de 
chase est observé. La dépolarisation calculée à partir du rapport d'ac- 
cumulation est de l'ordre de 85 à 90 mV. 
Les variations de potentiel transmembranaire induites par 
l'addition .de chacune de ces trois molécules sont en accord avec leur 
mode d'action : le chlorure d'ammonium et la méthylamine dissipent 
le gradient de pH alors que le TPP+ dépolarise la membrane (H. 
ROTTENHERG, 1979). 
5) InfZuence des ionophores sur l'accumulation du TPMP$ 
par les vésicules. 
Ainsi que le montre le Tableau 6.111, on doit remarquer 
qu'il existe une lente dépolarisation de la membrane vésiculaire (de 
l'ordre de 25 mV). On n'en connait pas l'origine. 
L'addition de nigéricine (10 pg x ml-l) n'altère pas la 
distribution à l'équilibre du TPMP ', même en présence de KCl (30 mM). 
La dépolarisation observée est du même ordre de grandeur que celle du 
motif témoin. Par contre, le gradient de pH est modifié dans le sens 
d'une alcalinisation du milieu intravésiculaire. La présence de KCl 
dans le milieu amplifie cette tendance. C'est en accord avec la fonc- 
tion attribuée à cet ionophore : il agit comme un antiport H'/K+ 
(R. ASHTON et L.K. STEINRAUF, 1970). En conséquence, il n'aura aucun 
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effet sur la distribution transmembranaire du TPMP . C'est effective- 
ment ce que nous observons. 
La valinomycine (1Ovg x ml-l) n'assure une dépolarisation 
importante de la membrane vésiculaire qu'en présence de KCl (3OmM). 
Elle est alors de l'ordre de 95 mV. Cet ionophore electrogène est 
sans effet sur le gradient transmembranaire de pH, en accord avec son 
mode d'action. 
L'addition de FCCP (1 mi) dans le milieu d'incubation modi- 
fie le potentiel transmembranaire. La dépolarisation qui s'en suit 
s'élève à 93 mV. Elle s'accompagne d'une dissipation du gradient de 
pH de l'ordre de 0,9 unités. Nous en discuterons plus loin l'origine. 
Tous ces résultats indiquent que, dès qu'un équilibre ioni- 
que entre les deux compartiments séparés par la membrane vacuo- 
lysosomale est modifié par addition, soit d'ions perméants (K+,TPP 
+ 
,..), 
soit d'ionophores spécifiques rééquilibrant les gradients transmem- 
branaires préexistants, l'amplitude de l'accumulation du TPMP+ se 
trouve altérée en réponse à cette nouvelle situation. 
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C. CONCLUSIONS. 
Depuis les travaux de E.A. LIBERMAN et V.P. TOPALI (1969) 
et ceux de L.L. GRINIUS et a1 (19701, l'emploi des molécules lipophiles 
pour mesurer le potentiel membranaire au niveau de compartiments cel- 
lulaires ou subcellulaires de taille réduite s'est généralisé. 
Dans notre cas, peu d'éléments de comparaison existent. Les 
mesures electrophysiologiques du potentiel transmembranaire de diffu- 
sion sont généralement faites sur des systèmes biologiques entiers 
(tissus, cellules agglomérées voire protoplastes de cellules végéta- 
les,. ..). Ainsi que l'indique une revue bibliographique récente 
(U. LUTTGE et N. HIGINBOTHAM, 19791, les valeurs décrites sont contra- 
dictoires : elles varient de -150 à +88mV. 
Cependant, malgré cette absence de référence pour le maté- 
riel étudié, tous les résultats obtenus avec les vésicules suggèrent 
que les molécules lipophiles utilisées s'équilibrent sans contrainte 
au travers de cette membrane vacuo-lysosomale en réponse au potentiel 
transmembranaire développé à son niveau. Le TPMP+ et le TPP 
+ 
s'accumu- 
lent de la même façon et avec la même ampleur, permettant de calculer 
un potentiel transmembranaire de l'ordre de - 110 mV. Le SCN- donne 
une valeur plus faible, traduisant probablement les difficultés des 
mesures dans le cas où le rapport d'accumulation est inférieur à l'uni- 
té. 
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11 - LA MESURE DU GRADIENT TRANSMEMBRANAIRE DE PH. 
De toutes les méthodes possibles, la technique de distri- 
bution ionique transmembranaire s'avère la plus utilisée (cf H. 
ROTTENHERG, 1979). Elle se base sur la distribution d'acides ou de 
bases faibles parfaitement perméantes au travers de la membrane vési- 
culaire en réponse au gradient transmembranaire de pH. 
Le choix de la molécule indicatrice est fonction de la 
valeur du pH interne du compartiment étudié : pour un compartiment 
acide, la méthylamine ou, de façon plus générale, une amine présentant 
des propriétés physiquesparticulières (fluorescence, modification de 
spin, radioactivité,...) ; pour un compartiment basique, la 5,5- 
diméthyl-oxazol-idine-2,4-dione (D.M.O.) ou un acide faible, comme 
l'acide acétique. 
C'est la méthode que nous avons choisie pour mesurer le 
gradient transmembranaire de pH développé au niveau de la membrane 
vésiculaire. 
Toutefois, là encore, il convient d'en vérifier sa validité, 
suite aux travaux de F.A. SMITH et de ses élèves sur les characées. 
Selon ces auteurs, il existerait un transporteur uniport des formes 
ionisées du D.M.O. et de la méthylamine non seulement au niveau du 
plasmalemme mais aussi du tonoplaste (N.A. WALKER et F.A. SMITH, 1975 ; 
F.A. SMITH et N.A. WALKER, 1976 ; J.A. RAVEN et F.A. SMITH, 1978 ; 
M.I. DE MICHELIS et al., 1979). 
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A. PRINCIPE DE LA METHODE. 
Elle consiste à mesurer la distribution à l'équilibre de 
molécules lipophiles acide ou basique. Seules, les formes neutres de 
ces molécules sont perméantes. Par conséquent, elles se trouvent à 
concentration égale dans les deux compartiments interne et externe à 
l'équilibre. Du fait de l'existence d'un gradient transmembranaire de 
pH, les formes ionisées existent à des concentrations différentes 
dans ces deux compartiments. La mesure des concentrations totales (de 
la forme neutre et de la forme ionisée) interne et externe permet de 
calculer le pH interne comme il est expliqué ci-dessous. 
Ainsi, par exemple, dans le cas d'un acide faible, AH, dis- 
sociable en A- 
+ 
et H , en attribuant l'indice "ex" au milieu et "in" à 
l'intérieur des vésicules, on peut écrire : 
PHex 
(Aex) 
= PK + log (mex) 
PHin 
(Ain) 
= PK + log (ABn) 
(5.5) 
(5.6) 
(AHex) = (AHin) (5.7) 
Or on connait : 
C =(A +AH ) 







Des relations (5.5), (5.6) et (5.7), on obtient : 
PHin 
= pK + log [z (lOPHeX - PK+ 1) - l] (5.10) 
Dans le cas d'une base faible, la relation (5.10) s'écrit : 
PH. in = PK + log [~ex cin (lOPK - pHex - 1) + ll(5.11) 
Le détail des calculs est donné par ailleurs (B. MARIN, 
1978) à partir des développements formulés par S. ADDANKI et J.F. SOTOS 
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(1969) . 
La relation entre le pH interne et la distribution de l'in- 
dicateur au travers de la membrane vésiculaire peut être calculée dans 
la mesure où plusieurs conditions sont remplies (W-J. WADDELL et 
R.G. BATES, 1969 ; A.RoOS, 1965 ; W.J. WADDELL et T.C. BUTLER, 1959 ; 
H. ROTTENBERG et al., 1972) : 
- la constante de dissociation de la molécule indicatrice 
doit être la même de part et d'autre de la membrane 
vésiculaire, 
PKin 
= pK,x = pK (5.12) 
- la membrane ne doit être perméable qu'à la forme neutre 
de la molécule utilisée, 
- l'équilibre doit être rapidement atteint, 
- la molécule indicatrice ne doit pas être l'objet d'un 
processus de transport actif, 
- la molécule employée ne doit pas être métabolisée, la 
quantité d'indicateur introduite dans le milieu devant 
rester constante durant toute l'incubation. 
Dans ces conditions, l'équilibre sera atteint dès que les 
concentrations des formes neutres extra et intravésiculaires sont 
égales. 
B. RESULTATS. 
1) Estimation du pH intravésicuZaire à partir de Za dis- 
tribution transmembranaire à l'équilibre de la méthyZa- 
mine ou du D.M.O. 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont préparées dans les 
conditions habituelles, la vésiculation se faisant à pH 6,0, dans un 
milieu de Tager. Elles sont incubées 10 mn à 25"C, dans un milieu de 
même composition dont le pH est ajusté à pH 7,5 .(par addition de Tris- 
base), en présence, soit de 14C-D.M.O., soit de 14C-méthylamine. Le 
pH intravésiculaire est calculé à partir de la distribution transmem- 
branaire du traceur radioactif. 
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Le Tableau 5.4 rend compte des résultats obtenus. Pour la 
méthylamine, le facteur d'accumulation, évalué à 19,2, permet d'estimer 
le pH interne à une valeur de 6,24, en utilisant l'équation (5.11). 
Quant au D.M.O., sa distribution transmembranaire donne une 
valeur de 6,13, à partir de l'équation (5.10). Elle est sensiblement 
différente de celle obtenue avec la méthylamine. Cette différence est 
la conséquence de la moindre accumulation de cette molécule dans les 
vésicules. 
2) Cinétique d'incorporation de Za méthylamine et du D.M.O. 
par Zes vésicuZes. 
La Figure 5.6 montre que, quelle que soit la molécule uti- 
lisée, l'équilibre est obtenu au bout de 6 mn d'incubation. Le rapport 
d'accumulation peut dès lors être considéré comme constant. 
En conséquence, il semble suffisant de fixer à 10 mn le 
temps de mise en contact avec le traceur radioactif, avant d'effectuer 
la moindre perturbation (modifiant l'amplitude du gradient transmem- 
branaire de pH). 
3) Influence du conditionnement des vésicules sur Za réten- 
tion des moZécuZes Zipophiles. 
L'adsorption potentielle,pouvant fausser les résultats obte- 
nus,est abordée de la même façon que pour tester la validité de l'em- 
ploi des sondes lipophiles pour mesurer le potentiel membranaire (cf. 
le paragraphe précédent). Les conditions expérimentales sont identi- 
ques. 
a) le choc osmotique 
Dans chacun des cas, la cinétique d'incorporation a été 
suivie pendant 20 mn dans une solution contenant, soit de la méthyla- 
mine (Figure 5.7, courbe A), soit du D.M.O. (Figure 5.7, courbe C). 
Le choc hypotonique, obtenu par dilution dans l'eau distil- 
lée, entraîne une diminution du volume vésiculaire de l'ordre de 57 %. 
Les quantités accumulées de méthylamine et de D.M.O. décroissent du 
même ordre de grandeur : respectivement 58 et 68 % (Tableau 5.5). 
- 117 - 
L'amplitude des différentes variations est comparable. Par conséquent, 
on peut en conclure que les deux molécules de nature opposée (l'une 
étant une base faible ; l'autre, un acide faible) ne sont pas adsorbées 
par quelques sites membranaires potentiels aspécifiques. Les rapports 
d'accumulation correspondent à des gradients de pH de l'ordre de 1,20 
pour la méthylamine et de 0,88 pour le D.M.O. On remarque qu'aprës 
traitement, la variation obtenue est de l'ordre de 2 à 11 % (Tableau 
L'addition de sorbitol dans le milieu d'incubation diminue 
le volume vésiculaire par choc hypertonique, comme nous l'avons déjà 
indiqué par ailleurs (cf. le paragraphe précédent) (Figure 5.8, courbe 
A) . La quantité de méthylamine accumulée par les vésicules diminue à 
mesure que la concentration en sorbitol croît (Figure 5.8, courbe B). 
Certes, une forte variabilité liée au matériel existe. Toutefois, on 
peut conclure qu'il existe une relation entre la quantité de méthyla- 
mine incorporée par les vésicules et la variation du volume vésiculaire, 
induit par l'addition de sorbitol dans le milieu d'incubation. La cour- 
be C (Figure 5.8) souligne la constance de la valeur du gradient de 
pH calculée à partir du rapport d'accumulation. En conséquence, la 
quasi-totalité des molécules de méthylamine doivent être présentes dans 
le compartiment vésiculaire à l'état libre. 
f3) le choc thermique 
Comme nous l'avons noté précédemment, le fait d'augmenter 
la température du milieu d'incubation de 25°C à 100°C entraine une 
diminution importante du volume vésiculaire estimée à 82 % (cf Tableau 
5.1). Les quantités de méthylamine et de D.M.O., accumulées par les 
vésicules, évoluent de la même façon (Figures 5.7, courbes A et C). 
La diminution observée est de l'ordre de 90 % (Tableau 5.V). Toutefois, 
dès que l'équilibre est atteint, la valeur prise par le rapport d'ac- 
cumulation, autant pour la méthylamine que pour le D.M.O., reste glo- 
balement constante. En conséquence, le gradient de pH qu'il est pos- 
sible de calculer à partir de cette grandeur, l'est aussi (Figure 5.7, 
courbes B et D). 
L'abaissement de température du milieu d'incubation de 
25'C à 5°C n'implique pas une variation significative du volume vési- 
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culaire. Elle est de l'ordre de 9 %, comme nous l'avions indiqué 
(cf Tableau 5.1). La Figure 5.7 (courbes A et C) montre un efflux rela- 
tivement faible de la méthylamine (de l'ordre de 40 %) associé à une 
rétention accrue de D.M.O. (de l'ordre de 122 "0). Le calcul du gradient 
de pH à partir de ces données expérimentales suggère un mouvement de 
protons, que concrétise l'évolution symétrique des mouvements transmem- 
branaires de méthylamine et de D.M.O. (Figure 5.7, courbes B et D). 
Ainsi, au cours de ce traitement, il existe une alcalinisation du milieu 
intravésiculaire associée à une dépolarisation de la membrane. Nous en 
avons fait mention plus haut. 
De toutes les manipulations, on peut conclure que l'adsorp- 
tion est un phénomène mineur. Son importance est faible si elle existe. 
Elle ne contribue pas de façon conséquente à modifier la valeur du 
rapport d'accumulation, à partir de laquelle le gradient de pH est 
calculé. 
4) Influence du pH du milieu d'incubation sur Ze pH interne 
des vésicules. 
Les vésicules sont incubées 10 mn à 25OC dans un milieu de 
Tager dont le pH est ajusté à la valeur désirée par addition, soit de 
Tris-base, soit d'un mélange équimoléculaire de M.E.S. et d'H.E.P.E.S. 
Le pH interne est calculé à partir de la distribution à l'équilibre de 
la méthylamine ou du D-M-0. 
La Figure 5.9 montre que les résultats sont différents par- 
ticulièrement pour les pH les plus acides, selon la nature de la molé- 
cule indicatrice utilisée (courbes B et D). Ces divergences sont le 
reflet des limites imposées par la méthode (H. ROTTENBERG, 1979). L'es- 
timation du pH interne d'un compartiment vésiculaire sera d'autant 
meilleure que la valeur du pK de l'indicateur sera différente de celle 
du pH du milieu à mesurer. 
Le pH interne des vésicules, mesuré par cette méthode, se 
trouve influencé par le pH du milieu d'incubation. Un accroissement du 
pH externe induit une augmentation relativement plus faible du pH 
intravésiculaire. Dans chaque cas, la valeur prise par le pH interne 
est plus faible que celle du milieu d'incubation. Par ailleurs, le 
gradient de pH est plus faible à pH 5,0 (de l'ordre de 0,20 unités 
de pH) qu'à pH 7,5 (de l'ordre de 1,28 unités de pH). 
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On devrait en conclure que la membrane vésiculaire est 
relativement perméable aux protons. Dans ce cas, du fait de l'existence 
d'un pouvoir tampon interne, il faut supposer un mouvement de protons 
suffisant en 30 mn pour rendre compte de ce gradient de pH et de sa 
variation. Cette exigence, correspondant à un flux net de protons éle- 
vé, n'est pas a priori compatible avec un potentiel transmembranaire 
indépendant de la concentration du milieu en protons (cf le paragraphe 
précédent de ce Chapitre). Une telle hypothèse suppose alors que les 
sondes employées ne répondent pas de la même façon en fonction du pH 
externe. En conséquence, vraisemblablement, leurs formes ionisées 
seraient perméantes. 
51 InfZuence de fortes concentrations en sels sur le pH 
intravésiculaire. 
Si la méthylamine constitue une bonne molécule indicatrice 
pour mesure le gradient de pH vésiculaire, toute addition de molécules 
connues pour l'altérer dans des systèmes membranaires équivalents doit 
modifier l'amplitude de son accumulation (cf D.J. REIJNGOUD et 
J.M. TAGER, 1973, 1975 et 1977 ; D.J. REIJNGOUD, 1978 ; M. HOLLEMANS 
et al, 1979, par exemple.) 
a) Influence de l'addition de chlorure de potassium 
La Figure 5.10 montre que la distribution de la méthylamine 
entre les espaces intra- et extravésiculaires n'est pas modifiée par 
l'addition de chlorure de potassium dans une gamme de concentration 
allant de 0 à 150 mM. 
En conséquence, le gradient de pH (calculé à partir de cette 
distribution) est constant, malgré la grande variabilité existante 
liée à l'échantillonnage (Figure 5.10, courbe B). 
6) Influence de l'addition de chlorure d'ammonium et de la 
méthylamine. 
Le Tableau 5.VI confirme l'action du chlorure d'ammonium 
(50 mM) et de la méthylamine (50 mM) sur le gradient transmembranaire 
de pH (cf le paragraphe précédent et le Tableau 5.11). Elle est prati- 
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quement immédiate : dès l'addition, la dissipation du gradient de pH 
est de l'ordre de 50 % pour le chlorure d'ammonium et de 35 % pour la 
méthylamine. Elle n'est pas significativement plus grande au bout de 
30 mn d'incubation. 
L'effet du TPP+ (30 mM) est difficile à comprendre. Le gra- 
dient de pH est dissipé en partie dës son addition dans le milieu d'in- 
cubation (58 % du gradient initial). E. KOMOR suggère une inhibition 
partielle des systèmes actifs intervenant dans la constitution du gra- 
dient transmembranaire de protons. A une concentration aussi élevée, 
il altère les propriétés des systèmes associés aux membranes biologiques. 
6) Influence des iorzophores sur le gradient transmembranaire 
de pH estimé à partir de Za distribution à l'équilibre 
de la méthylamine. 
Le Tableau 5.III rend compte des résultats obtenus. On s'at- 
tachera à considérer l'effet des ionophores et des découplants sur la 
distribution de la méthylamine à l'équilibre et, par conséquent, sur 
le gradient de pH, qu'il est possible de calculer. 
La nigéricine (10 ug x ml-l ) ne produit une alcalinisation 
du milieu interne que dans la mesure où le milieu contient du chlorure 
de potassium (3OmM). Elle est de l'ordre de 0,73 unités de pH. C'est 
en accord avec sa fonction antiport K+/H+. 
Par contre, la valinomycine (10 1.19 x ml-l), même en présence 
de chlorure de potassium (30 mM), ne modifie pas significativement le 
gradient transmembranaire de pH. Sa fonction est de transporter élec- 
trogéniquement le potassium. 
Le FCCP (1 mM), considéré comme un protonophore mais aussi 
comme un inhibiteur de l'activité ATPase lutofdique (J. D'AUZAC, 1975 
et 1977), dissipe presque entièrement le gradient de pH. La dissipa- 
tion du gradient de pH préexistant est de l'ordre de 70 00. Associé à 
la valinomycine et au chlorure de potassium, elle est du même ordre de 
grandeur. 
Il apparaît donc que la répartition transmembranaire de la 
méthylamine traduit fidèlement les effets que l'on peut attendre des 
effecteurs classiques du gradient de pH (H. ROTTENBERG, 1979). 
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C. CONCLUSIONS. 
L'utilisation de la méthylamine, comme molécule indicatrice 
pour mesurer le gradient de pH, a été, ces derniers temps, très criti- 
quée bien qu'elle soit considérée comme une méthode de choix. Tout 
semble fonction du matériel biologique choisi. 
Les résultats décrits ci-dessus amène à la conclusion que 
la distribution à l'équilibre de la méthylamine dans les deux comparti- 
ments que définit la membrane vésiculaire constitue une méthode satis- 
faisante pour mesurer le gradient transmembranaire de pH. 
Peu de comparaisons sont possibles avec les résultats décrits 
dans la littérature. Les valeurs que l'on peut recueillir résultent 
de méthodes d'analyse fort indirectes effectuées sur des systèmes tis- 
sulaires végétaux entiers. La valeur du pH vacuolaire oscille entre 
4,7 et 5,8, selon le matériel biologique et son conditionnement : 
4,9 à 5,0 chez cha cvttc&!.ka (J.A. RAVEN et F.A. SMITH, 1978) ; 5,5 
à 5,7 chez ffydhad.i@/oM a@Licavlml (M-1. DE MICHELIS et al., 1979) ; 
5,7 à 5,8 dans les gamétophytes de PhaQctiVS &Qv& (R.F. DAVIS, 1974). 
L'application de cette méthode aux lutoïdes isolés du latex 
d'fjQV&U bUil..Letid donne des résultats en accord avec ceux obtenus 
par d'autres approches expérimentales (mesure du pH du milieu intra- 
lutoldique après rupture de la membrane limitante et son élimination 
par centrifugation). On peut retenir que, pour un pH externe de 7,5, 
le pH intra-lutoïdique peut être estimé de 5,5 à 5,8 (C. LAMBERT, 
1975 ; P. HANOWER et al., 1977 ; J. D'AUZAC et al., 1976 ; M. COUPE 
et C. LAMBERT, 1978 ; P. HANOWER et al., 1979 ; J. BRZOZOWSKA-HANOWER, 
H. CRETIN, P. HANOWER et P. MICHEL, 1980). 
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III - DIFFERENTES ESTIMATIONS DE LA FORCE MOTRICE PROTONIQUE DEVELOP- 
PEE AU NIVEAU DE LA MEMBRANE VESICULAIRE. 
Dans le cadre de l'hypothèse de P. MITCHELL, la circulation 
des protons au niveau de la membrane sert comme force d'entraînement 
pour tout travail chimique, mécanique ou osmotique. Les mécanismes 
moléculaires qu'elle implique sont complexes. 
La quantité de travail qu'une telle circulation peut dévelop- 
per dépendra du flux de protons (lui-même déterminé par l'activité 
métabolique et par la stoechiométrie moléculaire du transport) et du 
potentiel electrochimique de ces ions au travers de la membrane. 
La force motrice protonique (AP), analogue à la force élec- 
tromotrice d'une batterie, correspond à la quantité de travail fourni 
par un proton traversant la membrane. Elle est calculée à partir de la 
relation (5.1): 
Ap = AzH+ = AY - 2,303 RT. A~H 
F 
Ap # AY - 60. ApH. 
à la température ambiante (3O'C) 
Le Tableau 5.VII montre que, pour des vésicules formées 
à pH 6,0 et incubées à pH 7,5, le A~H est de l'ordre de 1,4 unités 
et le AY, estimé à -12OmV. En conséquence, la force motrice s'élève 
à -37 mV. Elle n'est pas très différente de celle calculée pour les 
lutofdes frais [-17,5 mV selon H. CHHTIN (communication personnelle)] 
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ou conservés dans la glace de 36 à 48 h C-48 à - 60 mV (B. MARIN et 
al., 1981) 1 
Au bout de 30mn d'incubation à 25"C, le gradient transmembra- 
naire de pH n'est pas modifié. Par contre, une faible dépolarisation 
est observée (17 mV). En conséquence, la force motrice protonique sera 
modifiée de la même valeur. 
Le Tableau 5.VII récapitule les données expérimentales obte- 
nues lorsqu'une des deux composantes de la force motrice protonique est 
modifiée. On en conclut que les vésicules se comportent globalement 
comme un modèle idéal pour étudier les relations entre la variation de 
la force motrice protonique et l'amplitude de l'incorporation du 
citrate. 
Il faut remarquer que les valeurs décrites dans ce Tableau 
5.VII sont très différentes de celles calculées chez les micro- 
organismes, par exemple [cf. Tableau 1 dans F.M. HAROLD (1977)]. 




AU NIVEAU DE 
LA MEMBRANE VACUOLAIRE 
- 127 - 
L'addition CI'ATP-Mg 2+ dans le milieu d'incubation oû bai- 
gnent les lutoïdes fraichement isolés du latex d'ffeV&X btLchl!i.etih 
entraine une acidification de leur milieu interne (C. LAMBERT, 1975 ; 
J. D'AUZAC et al., 1976 ; P. HANOWER et al., 1977). Ainsi, au bout de 
30 mn d'incubation à 30°C, à pH 7,0, le pH interne des lutofdes évolue 
de 6,18 à 5,81 (C. LAMBERT, 1975). Les résultats obtenus par P. HANOWER 
et a1 (1977) sont comparables bien que le milieu d'incubation soit dif- 
férent. 
L'existence d'un gradient transmembranaire de pH et son 
augmentation après addition d'ATP-Mg 2+ suggèrent fortement l'interven- 
tion de l'activité ATPase membranaire dans un processus de transport 
de protons (C. LAMBERT, 1975 ; P. HANOWER et al., 1977). 
Nous avons d'abord cherché à savoir s'il était possible de 
retrouver cette propriété avec les vésicules qui conservent le gradient 
transmembranaire de pH (imposé par les conditions expérimentales em- 
ployées)(cf le Chapitre précédent). 
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I- INFLUENCE DE L’ATP SUR LE GRADIENT TRANSMEMBRANAIRE DE pH. 
A. MISE EN EVIDENCE D'UN PROCESSUS D'ACIDIFICATION. 
Les expériences sont faites dans le milieu de Tager (cf 
Chapitre V), qui ne contient aucune molécule perméante. Les deux lyo- 
philisats de membranes vacuo-lysosomales, utilisés dans ces manipula- 
tions, proviennent de deux récoltes distinctes de latex. 
L'un d'eux (dénommé Primot V) forme des vésicules dont le 
gradient transmembranaire de pH est insensible à l'ATP-Mg 2+ (5 mM) 
(Figure 6.1, courbe A). Les vésicules, obtenues à partir de l'autre 
lot (Primat XI) réagissent à l'ATP-Mg 2+ en s'acidifiant nettement 
(0,335 unités de pH en 30 mn) (Figure 6.1 , courbe B). L'addition d'ADP- 
Mg 2+ (5 mM) ou de S04Mg (5 mM) n'entraîne pas une modification sensible 
du pH interne (Figure 6.1 , courbe B). 
Ce processus d'acidification se retrouve dans les différents 
autres lyophilisats manipulés, avec une amplitude variable. 
La Figure 6.2 montre la cinétique d'accumulation de la mé- 
thylamine en réponse à la variation du gradient de pH induite par 
1'ATP. Ce type de mesure permet de détecter commodémment l'effet du 
nucléotide sur le gradient de pH bien qu'il ne soit pas possible de 
calculer le gradient de pH lui-même. La facilité de sa mise en oeuvre 
nous a conduit à l'utiliser fréquemment par la suite. 
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B. INFLUENCE DES INHIBITEVRS DE L'ATPASE VESICULAIRE SUR L'ACIDIFICATION 
INDUITE PAR L'ATP. ' 
L'acidification du milieu interne des vésicules, induite 
par l'addition d'ATP-Mg2+ dans le milieu d'incubation, s'explique si 
l'on admet que l'ATPase, mise en évidence par J. D'AUZAC (1975 et 1977), 
fonctionne comme une pompe à protons (C. LAMBERT, 1975 ; M.C. MONTARDY 
et C. LAMBERT, 1977 ; J. D'AUZAC et al., 1977 ; B. MARIN, 1979 ; 
B. MARIN et al., 1979). C'est une hypothèse souvent formulée (D.J. 
REIJNGOUD, 1978 ; D.J. REIJNGOUD et J.M. TAGER, 1977 ; D.L. SCHNEIDER 
et E. CORNELL, 1978 ; D.L. SCHNEIDER, 1979 a et b ; P. DELL'ANTONE, 
1979 ; J.L. MEGO et al., 1972 ; M. HOLLEMANS et al., 1980). 
Pour vérifier le bien-fondé de cette hypothèse, nous avons 
employé plusieurs inhibiteurs de l'activité ATPase lutoidique. 
Le carbonyl-cyanide-p-trifluoro-methoxy-phenyl-hydrazone 
(FCCP) inhibe à 50 % l'activité ATPase lutoidique quand il est employé 
à la concentration de 1 mM (J. D'AUZAC, 1977). Les Figures 6.2. et 6.4 
montrent qu'il supprime partiellement l'acidification induite par l'ATP- 
2+ Mg . Dans la Figure 6.3, la diminution observée peut être estimée à 
50 "0. On peut donc en conclure que le transport des protons, induit par 
l'ATP, est inhibé dans les mêmes proportions que l'activité ATPase. 
Dans certains cas, l'addition de FCCP dans le milieu d'incu- 
bation se traduit par une alcalinisation immédiate du milieu intravé- 
siculaire (Figure 6.4). Pour un pH externe de 7,5, le pH interne passe 
de 6,73 à 7,00 en moins de trois mn. C'est le temps mis par la centri- 
figeuse pour séparer les vésicules du surnageant. Par la suite, il 
demeure constant. 
Le 5-chlore-3-tert-butyl-2 '-chlore-4-nitro-salicylanilide 
(S-13) est connu pour découpler les phosphorylations oxydatives et pour 
agir comme un protonophore (W.G. HANSTEIN, 1976 ; E.C. SLATER, 1966 ; 
L. TOLL et al., 1977 ; L. TOLL et B.D. HOWARD, 1978). Son action est 
comparable à celle du FCCP sur les vésicules (Figure 6.3 ). 
Par conséquent, on peut retenir l'hypothèse selon laquelle 
l'addition d'ATP-Mg 2+ dans le milieu d'incubation se traduit par une 
acidification du milieu intra-vésiculaire, liée au fonctionnement de 
1'ATPase membranaire. 
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1.7. EFFET DU pH DU MILIEU D'INCUBATION SUR LE PROCESSUS D'ACIDIFICATION 
INDUIT PAR L'ATP. 
L'acidification du milieu interne des vésicules présente 
la même dépendance vis-à-vis du pH externe (Figures 6.5, courbes A et 
B, et 6.6, courbe A) que l'activité ATPase mesurée sur les lutoîdes 
conservés dans la glace 36 à 48 h (Figure 6.6, courbe B). 
Les vésicules voient leur pH interne se modifier en fonction 
du pH externe (Figure 6.5, courbes A et B ; cf Figure 5.9, courbes 
B et D). 
Mais, on remarque aussi que la présence d'ATP-Mg 2+ dans le 
milieu d'incubation modifie cette dépendance. Il y a aussi une acidi- 
fication accrue du milieu intra-vésiculaire vers pH 7,0 (Figures 6.5, 
courbes A et B). La Figure 6.6 (courbe A) montre que le maximum de 
l'acidification est atteint pour une valeur de pH externe située entre 
6,9 et 7,2, ce qui confirme que ce processus serait la conséquence du 
fonctionnement de 1'ATPase lutoïdique, la dépendance vis-à-vis du pH 
étant identique (Figure 6.6, courbe B) . 
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II - INFLUENCE DE L’ATP SUR LA DIFFERENCE DE POTENTIEL MEMBRANAIRE. 
L'ATPase membranaire, située au niveau du plasmalemme de 
kC!IAhohpoha O.CIhha, développe un potentiel membranaire a partir de 
l'hydrolyse de l'ATP-Mg 2+ (G.A. SCARBOROUGH, 1976 et 1980 ; C.L. 
SLAYMAN et al, 1973 ; C.L. SLAYMAN et D. GRADMANN, 1975 ; B.J. BOWMAN 
et al, 1978 ; C.L. SLAYMAN et c.W. SLAYMAN, 1974 et 1975). En consé- 
quence, on lui associe une fonction de pompe électrogène. 
Nous avons cherché à savoir quelle pouvait être l'influence 
de l'ATP-Mg 2+ sur le potentiel membranaire des vésicules vacuo- 
lysosomales. 
A. MISE EN EVIDENCE D'UNE DEPOLARISATION ASSOCIEE A L'HYDROLYSE DE 
L'ATP-Mg2+ 
La Figure 6.7 compare l'effet de l'ATP-Mg 2+ sur l'évolution 
du potentiel membranaire des vésicules préparées à partir des lyophi- 
lisats Primot V et Primot XI (cf le paragraphe 1 de ce Chapitre). 
Pour les vésicules formées avec le lyophilisat Primot XI, 
où une acidification du milieu interne, induite par l'ATP-Mg 2+ , est 
observée, le mouvement de protons s'accompagne d'une dépolarisation 
de 56 mV en 30 mn (Figure 6.7, courbe B, et Tableau 6.1). L'absence 
d'effet de l'ADP-Mg 2+ (5mM) ou de SOQMg (5mM) confirme la spécificité 
du nucléotide (Tableau 6.1). 
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Dans les mêmes conditions expérimentales, pour les vésicules 
provenant du lyophilisat Primot V, la dépolarisation observée est de 
l'ordre de 70 mV en 30 mn (Figure 6.7, courbe A). Elle ne se trouve pas 
amplifiée par l'addition d'ATP-Mg 2+ . Or, ces vésicules sont caractéri- 
sées par un milieu interne ne s'acidifiant pas en sa présence. 
En conséquence, le flux de protons s'accompagne d'une dépo- 
larisation qui lui est spécifique, lorsque l'activité ATPase est fonc- 
tionnelle. Il semble que le transport de protons soit electrogène. 
La Figure 6.8 montre la cinétique d'accumulation du TPP+ 
en réponse à la variation du potentiel membranaire induite par l'ATP- 
2+ + 
..- 
Mg . La dépolarisation observée se caractérise par un efflux de TPP . 
Ce type de mesure permet de détecter commodémment l'effet du nucléotide 
sur le potentiel membranaire bien qu'il ne puisse pas être calculé. 
B. INFLUENCE DES INHIBITEURS DE L'ATPASE VESICULAIRE SUR L'AMPLITUDE 
DE LA DEPOLARISATION INDUITE PAR LIAT-Mg2+. 
La Figure 6.9 décrit l'effet de deux inhibiteurs de l'acti- 
vité ATPase lutoïdique, le FCCP et le S-13, sur l'incorporation du 
TPP+ par les vésicules vacuo-lysosomales (ce qui donne une mesure de 
la polarisation de la membrane vésiculaire). 
L'addition de FCCP (1 mM) ou de S-13 (10 pg x ml-') supprime 
2+ + l'effet inhibiteur de l'ATP-Mg sur l'accumulation de TPP , c'est-à- 
dire qu'elle empêche la dépolarisation (dûe à l'activité ATPase) de 
se développer (Figure 6.9). 
C. EFFET DU $7 DU MILIEU D'INCUBATION SUR L'AMPLITUDE DE LA 
DEPOLARISATION INDUITE PAR L'ATP. 
La Figure 6.10 montre que le potentiel transmembranaire est 
relativement insensible au pH du milieu entre pH 5,0 et pH 7,0. L'ad- 
dition d'ATP-Mg 2+ modifie ce comportement. Il intervient sur la valeur 
initiale du potentiel membranaire : de l'ordre de - 140 mV en son ab- 
sence et de - 100 à - 70 mV en sa présence. 
La Figure 6.11 (courbe A) indique que le maximum de la va- 
riation de différence de potentiel membranaire est observée pour une 
valeur de pH externe située vers 7,0, ce qui renforce l'idée que cette 
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dépolarisation est le fait du flux de protons entretenu par 1'ATPase 
vésiculaire, la dépendance vis-à-vis du pH étant identique (Figure 
6.6, courbe B). 
En conséquence, lorsque le nucléotide est absent, la faible 
perméabilité passive de la membrane vésiculaire aux protons permet la 
mise en place d'un gradient transmembranaire de pH. Il en résulte une 
différence de potentiel de diffusion liée au protons. Par contre, lors- 
que le milieu contient de l'ATP-Mg 2+ , la pompe à protons est fonction- 
nelle. Son activité ne semble pas contrôlée par la concentration exter- 
ne en protons, comme le montre la Figure 6.10. Les résultats suggèrent 
qu'il s'agit davantage d'un contrôle cinétique que d'un contrôle ther- 
modynamique. 
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III - CONCLUSION. 
L'hydrolyse de l'ATP, catalysée par l'activité ATPase mem- 
branaire, s'accompagne d'une acidification du milieu interne des vési- 
cules [confirmant ainsi les résultats de C. LAMBERT (1975) et ceux de 
P. HANOWER et al. (1977),par exemple] et d'une dépolarisation de la 
membrane vésiculaire. 
La concordance des effets des découpleurs (FCCP, S-13) sur 
l'activité ATPase, sur le transport des protons et sur le potentiel mem- 
branaire renforcent l'hypothèse d'une ATPase pompe électrogène à pro- 
tons. 
L'existence d'une pompe à protons au niveau du tonoplaste 
a été suggérée par de nombreux auteurs mais elle n'a jamais été carac- 
térisée jusqu'à présent. L'énergisation du transport de certaines molé- 
cules ionisées ou non (citrate, malate, saccharose,...) au niveau du 
tonoplaste la rend nécessaire surtout lorsque 1'ATP en est un effecteur 
(J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974 ; M.C. MONTARDY et C. LAMBERT, 1977 ; 
J. D'AUZAC et al., 1977 ; B. MARIN et al., 1979 ; B. MARIN, 1979 ; 
S. DOLL et al., 1979 ; J. WILLENBRINK et al., 1979). 
Récemment, I.J. METTLER et R.T. LEONARD (1979) ont isolé les 
vacuoles des protoplastes de tissus de Nic~tim g&finCJna. Ils en ont 
caractérisé quelques propriétés enzymatiques notamment celle d'hydro- 
lyser 1'ATP. Si nous devions suivre leurs conclusions, ce nucléotide 
serait hydrolysé par une activité phosphatase acide résiduelle impor- 
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tante. C'est effectivement le cas même pour les lutoïdes isolés du la- 
tex d'tfevea bha&&LetiA (J. D'AUZAC, 1975) si cette activité n'est pas 
inhibée par le molybdate d'ammonium, comme le suggère S. PUJARNISCLE 
(1971). Ceci souligne les difficultés qu'ont la plupart des auteurs 
travaillant sur le vacuome végétal pour mettre en évidence une acti- 
vité ATPase sensu stricto (cf. A. ADMON et al., 1980 ; R.A. LEIGH et 
R.R. WALKER, 1,980, par exemple). 
Néammoins, que ce soit sur des lutoides frais (H. CRETIN, 
1981) ou conservés dans la glace pendant 36 à 48 h (B. MARIN, 1979 et 
1980 ; B. MARIN et al., 1981) ou sur des vésicules vacuo-lysosomales 
(B. MARIN et al., 1980 ; B. MARIN et al., 1981), cette activité ATPase 
membranaire fonctionne comme une pompe à protons. 
La présence d'activité ATPase associée au tonoplaste con- 
fère à la vacuole un rôle important dans la régulation des balances 
ioniques chez les végétaux. Il en est discuté dans des revues récentes 
fort documentées (E.A.C. Mc ROBBIE, 1975 ; J.A. RAVEN et F.A. SMITH, 
1979). Nous n'en ferons donc pas mention. 
Par contre, nous évoquerons et nous discuterons d'un pro- 
blème fondamental : le maintien d'un gradient transmembranaire de 
pH au niveau du tonoplaste. 
Deux mécanismes par lequel le gradient de pH peut être main- 
tenu ont été proposés en relation avec leur dépendance vis-à-vis de 
l'énergie (D-J. REIJNGOUD et J.M. TAGER, 1977 ; D.J. REIJNGOUD, 1978 ; 
M. HOLLEMANS et al., 1979 et 1980) : 
- le gradient de pH est dû à une distribution de protons 
liée à un équilibre de Donnan imposé par l'existence de 
groupements anioniques non diffusibles accumulés dans le 
milieu vacuolaire, 
- dans les processus impliquant de l'énergie,une activité 
ATPase membranaire interviendrait directement en cataly- 
sant un influx de protons. 
Ces deux mécanismes ne s'excluent pas mutuellement dans la 
mesure où il est possible qu'une accumulation de protons résulte d'un 
équilibre de Donnan (réalisé au sens strict lorsque la pompe à protons 
est arretée) et que 1'ATPase entraîne un excës d'accumulation de pro- 
tons par rapport au niveau de base. C'est la raison fondamentale pour 
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laquelle D.L. SCHNEIDER (1979, a et b ; 1980) obtient des résultats 
différents de ceux de M. HOLLEMANS et a1.(1979, 1980), malgré l'emploi 
du même matériel, les lysosomes de foie de rat. 
On doit remarquer que l'addition de FCCP dans un milieu d'in- 
cubation contenant les vésicules n'entraîne pas une dissipation tota- 
le du gradient transmembranaire de pH (cf Figure 6.3). Un tel résultat 
pourrait être attribué à l'existence d'un effet Donnan mais il est 
connu que ce protonophore agira d'autant mieux qu'il est mis en contact 
plus longtemps avec les vésicules avant l'addition d'ATP-Mg2+. Son 
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Pour les lutoïdes, J. D'AUZAC et C. LIORET (1974) ont noté 
une exaltation de l'incorporation du citrate par 1'ATP. La quantité 
de citrate accumulée double en 30 mn après addition du nucléotide 
(2,5 mM ATP). 
Ce résultat a été confirmé par M.C. MONTARDY et C. LAMBERT 
(1977) pour le citrate et généralisé au malate, au succinate et aux 
amino-acides (P. HANOWER et al., 1977). 
L'existence d'un transporteur du citrate sur la membrane 
vacuolaire, d'une sensibilité du transport du citrate à 1'ATP et d'une 
activité ATPase liée à la membrane vacuolaire ont suggéré l'interven- 
tion de cette activité ATPase dans le transport du citrate (J. D'AUZAC 
et C. LIORET, 1974 ; 
I 
J. D'AUZAC, 1975 et 1977 ; C. LAMBERT, 1975 ; 
J. D'AUZAC et al., 1977 ; P. HANOWER et al., 1977 ; M.C. MONTARDY et 
C. LAMBERT, 1977 ; B. MARIN, 1980 ; B. MARIN et al., 1981). 
On a vu dans le Chapitre précédent que l'activité ATPase 
est associée au transport des protons. Le problème est alors de savoir 
si le couplage énergétique entre l'hydrolyse de 1'ATP et le transport 
du citrate est assuré par le gradient transmembranaire de pH. 
Ce Chapitre décrit diverses expériences destinées à faire 
varier artificiellement le gradient de pH et à mesurer l'effet obtenu 
sur le transport du citrate. 
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1 - LA VESICULATION DANS DES MILIEUX DEpH DIFFERENTS. 
A. INFLUENCE DU+ DE VESICULATION POUR UN MILIEU DE VESICULATION DE 
M&i?lE NATURE. 
Dans les expériences effectuées jusqu'ici, la composition 
des milieux de vésiculation représentait celle d'un sérum intra- 
lutoïdique isotonique : 50 mM phosphate de potassium, 50 mM acide ci- 
trique, 5 mM #3-mercapto-éthanol, 300 mM mannitol, ajusté à pH 6,0 
(par KOH). Son emploi permettait alors de comparer directement les 
propriétés d'absorption des vésicules lutoidiques et celles décrites 
pour les lutoïdes. 
Il est possible de faire varier la valeur du pH de ce milieu 
de vésiculation (= milieu phosphate-mannitol). Les quantités de lyophi- 
lisatutilisées (20 mg x ml-l ) sont suffisantes pour perturber considé- 
rablement le pH des milieux employés si la molarité des tampons n'est 
pas suffisante (Figure 7.1). Pour cette raison, une molarité minimale 
de 50 mM a été retenue. 
La Figure 7.2 montre que l'incorporation est plus forte 
lorsque la vésiculation est effectuée à pH 6,0. Malgré la forte varia- 
bilité, on voit que les moyennes des résultats au temps t = 80 mn sont 
significativement différentes au seuil de 10 %. 
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B. INFLUENCE DE LA NATURE DU MILIEU DE VESICULATION ET DE LA VALEUR 
DE SON pH. 
Le Tableau 7.1 décrit les milieux choisis pour étudier l'ef- 
fet du pH de vésiculation sur l'incorporation ultérieure de citrate en 
milieu phosphate-mannitol à pH 7,5. 
Les Figures 7.2 et 7.3 rendent compte des résultats obtenus. 
La présentation des résultats sous la forme choisie (nmol. citrate x 
mg ml prot.) est vraisemblablement responsable de la forme sigmofde des 
courbes de la Figure 7.3 (courbe B). En effet, si l'on exprime les 
résultats en nmol. citrate x ml-l de suspension membranaire (courbe A), 
on obtient des courbes d'allure plus régulière. Ceci montre que le taux 
de récupération des protéines varie suivant la nature des milieux em- 
ployés. 
Sur la base de ces résultats, on peut admettre que le niveau 
d'incorporation du citrate par les vésicules vacuo-lysosomales est 
d'autant plus élevé que le pH du milieu de vésiculation est plus acide. 
Cette observation est en accord avec l'hypothèse de l'intervention du 
gradient de pH dans le système d'accumulation du citrate. 
C. INFLUENCE DE L'E.D.T.A. 
La Figure 7.4 montre l'effet de 1'E.D.T.A. sur la cinétique 
d'incorporation du citrate. La forte inhibition observée lorsque 
l'E.D.T.A. est ajouté au milieu d'incubation suggère l'intervention 
d'un ion dans le transport du citrate. C'est une hypothèse maintes fois 
émise mais jamais vérifiée, même avec les vésicules. Les ions présents 
dans les lyophilisats de membranes vacuo-lysosomales sont difficilement 
désorbables sans perturber alors de façon irréversible le processus 
de vésiculation. D'où le manque d'effet des différents cations supposés 
intervenir. Ce problème ardu sera discuté en son temps (cf. Chapitre 
VIII, paragraphe IV). 
Toutefois, on doit remarquer que cet effet de 1'E.D.T.A. 
n'est pas toujours obtenu et qu'il s'oppose à celui observé sur des 
lutoïdes fraîchement isolés (J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974). 
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II - L’EMPLOI D’IONOPHORES DANS DES CONDITIONS OU LE GRADIENT TRANS- 
MEMBRANAIRE DEpH EST MODIFIE. 
L'emploi des ionophores, dans des conditions expérimentales 
bien déterminées, entraîne une modification, soit du gradient de pH 
préexistant, soit du potentiel membranaire initial (A. SCARPA, 1979 ; 
H. ROTTENBERG, 1979 ; A. GOMEZ-PUYOU et C. GOMEZ-LOJERO, 1977). Ils 
permettent dès lors de savoir dans quelle mesure chaque composante de 
la force motrice protonique intervient dans l'accumulation du citrate. 
A. L'INTERVENTION DU POTENTIEL MEMBRANAIRE DANS L'ACCUMULATION DU 
CITRATE. 
Lorsque la valinomycine (10 vg x ml-l) est ajoutée au 
milieu d'incubation, en présence de 30 mM KCl, on observe une diminu- 
tion de l'ordre de 30 % de l'incorporation du citrate (Figure 7.5, 
courbe B). On a vu, dans un Chapitre précédent (cf. Chapitre V, para- 
graphe 1) que, dans ces conditions, le potentiel transmembranaire passe 
de - 130 mV à - 35 mV alors que le gradient de pH n'est pas modifié 
(cf Tableau 5.111). 
En présence de FCCP (1 mM), l'addition de valinomycine se 
traduit par une diminution plus accentuée de l'incorporation (Figure 
7.5, courbe D). Or, le protonophore utilisé seul entraîne une inhibi- 
tion moitié moins forte (courbe C). 
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Toutefois, l'inhibition la plus forte est obtenue avec la 
nigéricine (10 1-19 x ml-l) (courbe C). Elle est estimée à 80 %. 
Cet ensemble de résultats montre que l'inhibition de l'incor- 
poration du citrate par les vésicules vacuo-lysosomales est maximale 
lorsque les gradients électrique et de pH sont minimisés simultanément 
(par addition, soit de FCCP et de valinomycine, soit de nigéricine). 
B. L'INTERVENTION DU GRADIENT TRANSMEMBRANAIRE DE pH DANS L'ACCVMVLATION 
DU CITRATE. 
1) Intervention de Za nigéricine sur l'incorporation du 
citrate par des v&icules pr@rées dans un milieu de 
Tager normal (300 mM mannito2, pH 6,O). 
On vient de voir que l'inhibition maximale est obtenue avec 
la nigéricine. L'addition de cet ionophore (10 1J.g x ml-l) à une sus- 
pension ayant été incubée en présence de 14C-citrate et, par conséquent, 
ayant accumulé du 14C-citrate, provoque un efflux net de citrate (Fi- 
gure 7.6). 
Le transfert des vésicules sur un milieu dépourvu de citra- 
te mais contenant de la nigéricine entraîne une forte exsorption du 
citrate accumulé. Or, on a vu que l'absence de citrate dans le milieu 
extérieur entraîne normalement un ralentissement de l'efflux (cf. Fig. 
4.14). L'exsorption est donc bien ici dûe à la nigéricine et non au 
transfert sur la solution dépourvue de citrate. Elle est liée à la dis- 
sipation du gradient de pH. Le milieu devait contenir des traces de K+. 
2) Influence de la nigéricine sur l'incorporation de 
eitrate par Les vésicuZes préparées en présence de KCZ. 
Les vésicules sont préparées dans un milieu de Tager fai- 
blement tamponné (5mM au lieu de 25 mM) contenant, soit 185 mM KCl, 
soit 300 mM mannitol (comme agent osmotique) ajusté à pH 7,5 (au lieu 
de 6,O). 
Après une préincubation de 10 mn à 25OC, temps nécessaire 
pour qu'un équilibre dans la distribution transmembranaire des molécu- 
les lipophiles utilisées (TPMP+, méthylamine) soit atteint, le 14C- 
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citrate est ajouté et les prélèvements sont faits immédiatement. 
La nigéricine catalysant l'échange K'/H+, il est possible 
en contrôlant la concentration du potassium, soit du milieu d'incuba- 
tion, soit du milieu vésiculaire, de diriger le sens du flux de protons. 
Bien que les pH des milieux de vésiculation et d'incubation 
. 
soient identiques, il existe un gradient de pH résultant probablement 
des molécules présentes dans le milieu vésiculaire et douées de pouvoir 
tampon. Cette hypothèse reste à vérifier mais elle est suggérée par les 
observations faites sur les vacuoles (= lutoïdes). Fraîchement isolées, 
elles ont un pH interne acide (M. COUPE et J. D'AUZAC, 1978 ; 
J. BRZOZOWSKA et al., 1980) et les molécules responsables de ce pH 
pourraient être en partie conservées malgré la lyophilisation et le 
processus de lavage, qui tendent à les éliminer. 
Si l'incorporation du citrate est faite dans un milieu riche 
en potassium (185 mM ; pH 7,5), la nigéricine n'a que peu d'effet sur 
l'accumulation du citrate (Figure 7.7, courbe C). L'incorporation de 
TPMP+ et de méthylamine permet de suivre l'évolution du potentiel trans- 
membranaire et du gradient de pH. On n'observe plus la dépolarisation 
habituellement associée à l'absorption du citrate (Figure 7.7, courbe 
B) - Le gradient de pH n'est pas affecté (Figure 7.7, courbe A). 
Si on réalise l'expérience symétrique avec des vésicules 
contenant du KCl (185 mM dans le milieu de vésiculation, pH 7,5), pla- 
cées dans une solution dépourvue de ce sel, on observe une forte sti- 
mulation de l'incorporation de citrate (Figure 7.8, courbe C). Dans 
ces conditions, la nigéricine entraîne une dépolarisation prononcée 
non différente de celle observée dans le motif témoin (courbe B) et 
un accroissement considérable du gradient de pH préexistant (le pH 
interne devenant plus acide) (courbe A). 
Les résultats obtenus sont récapitulés dans le Tableau 
7.111. L'acidification du milieu intravésiculaire entraîne un flux 
accru de citrate. 
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III - L’INCUBATION DANS DES CONDITIONS EXPERIMENTALES OU L’ATPASE 
MEMBRANAIRE EST FONCTIONNELLE. 
A. INFLUENCE DE L'ATF SUR LA CINETIQUE DE L'ABSORPTION DU CITRATE 
PAR LES VESICULES. 
L'ATP-Mg 2f (5 mM) a une action plus ou moins marquée selon 
les préparations membranaires. Les causes de cette variabilité sont 
multiples, comme nous le verrons. Toutefois, sur l'ensemble des résul- 
tats obtenus, on peut noter un accroissement moyen de 23 % (par rapport 
au motif témoin) au bout de 60 mn d'incubation à 30°C. 
La Figure 7.9 illustre une manipulation où les membranes 
vacuo-lysosomales ont été particulièrement sensibles à l'ATP-Mg 2+ . 
L'addition d'ATP-Mg 2+ (5 mM) se traduit par une nette augmentation de 
la quantité de citrate absorbée (Figure 7.9, courbe C). Cet effet s'es- 
tompe en fonction du temps. C'est en relation directe avec la consom- 
mation de l'ATP-Mg 2+ . Près de 40 % de l'ATP-Mg 2+ du milieu d'incubation 
sont hydrolysés au bout de 20 mn à 30'C. 
Bien qu'elle présente elle aussi une forte variabilité, l'ac- 
tion de l'ADP-Mg 2+ semble négligeable (de l'ordre de 5 %). 
En conséquence, on retrouve avec les vésicules cette exalta- 
tion de l'absorption du 14C-c&trate par l'ATP-Mg 2+ caractérisée in - 
vivo sur les lutoides (J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974). L'amplitude est 
toutefois différente. 
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B. EFFET DE LA CONCENTRATION EN ATP DU MILIEU D'INCUBATION SUR 
L'INCORPORATION DU CITRATE. 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont formées en milieu 
phosphate-mannitol, pH 6,0, et incubées dans un milieu identique, soit 
à pH 6,0, soit à pH 7,5. Les concentrations en citrate des milieux de 
vésiculation et d'incubation sont respectivement 50 et 5 mM. 
L'absorption du citrate par les vésicules ainsi formées et 
incubées se réalise dans une gamme de concentration en ATP-Mg 2+ , allant 
de 0 à 10 mM, le nucléotide étant toujours en présence de Mg 2+ dans le 
rapport 1. 
La Figure 7.10 (courbe C) montre que la réponse de l'activi- 
té ATPase à la concentration en ATP-Mg 2+ est comparable à pH 6,0 et à 
pH 7,5. C'est en accord avec les résultats de J. D'AUZAC (1977) indiqués 
dans la Figure 8.2. Cependant, l'incorporation de citrate (courbe A) 
et l'acidification concomitante du milieu d'incubation (courbe B) sont 
plus marquées à pH 6,0 qu'à pH 7,5. On peut supposer que l'effet du pH 
s'excerce sur le couplage entre l'hydrolyse de 1'ATP et le transport 
de H+ ou entre celui-ci et l'influx de citrate, et non au niveau de 
l'activité ATPase elle-même. 
Cette conclusion se trouve confirmée par la comparaison des 
trois courbes de la Figure 7.11, qui indique qu'une acidification du 
milieu d'incubation n'est observée que dans la mesure où son pouvoir 
tampon est faible (Figure 7.11, courbe A), et que l'activité ATPase est 
insensible à la molarité du tampon (phosphate-mannitol) (courbe B). 
L'incorporation du citrate par des vésicules incubées dans un milieu 
200 mM phosphate de potassium (où l'acidification du milieu d'incuba- 
tion est faible) s'avère malgré tout sensible à l'ATP-Mg 2+ (Figure 
7.11, courbe C). Elle doit être comparée à celle observée avec des 
vésicules incubées dans un milieu 20 mM phosphate de potassium (où 
l'acidification du milieu d'incubation est forte) (Figure 7.9). Les 
cinétiques sont différentes, notamment dans les 20 premières mn. 
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C. RELATION ENTRE LE FONCTIONNEMENT DE LA POMPE-A-PROTONS ET LA 
CAPACITE D'INCORPORATION DU CITRATE. 
On a vu dans le Chapitre précédent que les lyophilisats pro- 
venant des lots Primot V et Primot IX donnent des vésicules à proprié- 
tés différentes. Les encadrés de la Figure 7.12 résument les différences 
de comportement de ces vésicules. 
Brièvement, les vésicules préparées à partir du lyophilisat 
Primot V présentent une activité ATPase associée à un transport de H+ 
beaucoup plus faible que les autres formées à partir du lyophilisat 
Primot XI. 
L'incorporation du citrate par les deux matériels a été 
mesurée simultanément. On remarque sur la Figure 7.12 qu'il existe un 
bon parallêlisme entre le fonctionnement de la pompe à protons et l'in- 
corporation de citrate. 
D. INFLUENCE DES INHIBITEVRS DE L'ATPASE ET DES DECOVPLANTS SUR 
L'INCORPORATION DU CITRATE. 
J. D'AUZAC (1975 et 1977) a caractérisé plusieurs inhibiteurs 
de l'activité ATPase lutoïdique, le dicyclohexyl-carbodiimide (DCCD) 
et le FCCP, employés à une concentration élevée (1 mM). On a vu plus 
haut que le S-13, à la concentration utilisée généralement pour les 
granules chromaffiniques (10-.20 1.19 x ml-l) (L. TOLL et D.B. HOWARD, 
1978), est également inhibiteur. 
Pour les vésicules préparées dans les conditions habituelles 
(vésiculation à pH 6,0 et incubation à pH 7,5 en milieu de Tager), l'ef- 
fet le plus important est obtenu avec le S-13 (10 wg x ml-l) (Figure 7. 
13, courbe B). L'inhibition peut être estimée à 74 %, après 15 mn 
d'incubation à 3O'C. Or, dans les mêmes conditions, l'inhibition de 
1'ATPase vésiculaire est de 70 à 80 % selon les lyophilisats. 
L'addition de FCCP (1 mM) ou de DCCD (1 mM) au milieu d'in- 
cubation donne des effets moins marqués (Figure 7.13, courbes A et B). 
Le 2,4-dinitrophénol (~,~-DNP) (lm~) diminue l'accumulation 
vésiculaire de citrate d'environ 40 % (Figure 7.13, courbe A). Des 
inhibitions de l'ordre de 25 % ont été décrites pour les lutoïdes 
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(J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974 ; M.C. MONTARDY et C. LAMBERT, 1977). 
Le T&leau7.IV récapitule ces données expérimentales. On 
constate qu'il existe un certain parallèlisme entre l'intensité de l'ac- 
tivité ATPase vésiculaire et l'amplitude de l'incorporation par les 
vésicules. 
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IV - INFLUENCE DU CHLORURE D’AWONIUM, DE LA METHYLAMINE ET DU TPP+ 
SUR L’INCORPORATION DE CITRATE PAR LES VESICULES VACUO- 
LY SOSOMALES . 
L'addition de fortes concentrations de NHkCl OU de méthyla- 
mine dans un milieu d'incubation est connue pour dissiper le gradient 
transmembranaire de pH au niveau des organites cellulaires comme les 
chloroplastes (A.T. JAGENDORF, 1975 ; L. PACKER et A.R. CROFTS, 1967). 
C'est une façon de modifier le gradient transmembranaire de pH pré- 
existant et, en conséquence, d'altérer l'incorporation du citrate, si 
un mécanisme de couplage existe. 
Le Tableau 7.V illustre les résultats d'une manipulation, 
où l'évolution des deux composantes de la force motrice protonique est 
considérée. L'addition de NHt+C1 (50 mM) ou de méthylamine (50 mM) dans 
le milieu d'incubation dissipe partiellement le gradient de pH pré- 
existant alors que celle de TPP+ (30 mM) modifie essentiellement le 
potentiel transmembranaire. 
La présence CI'ATP-Mg 2+ dans le milieu d'incubation se tra- 
duit pas une acidification du milieu intra-vésiculaire mais aussi par 
une variation positive du potentiel membranaire, compatible avec le 
transfert de protons associé au fonctionnement de l'activité ATPase 
(Tableau 7.VI). Le processus d'acidification induit par 1'ATPase n'est 
pas décelable lorsque le milieu contient du chlorure d'ammonium ou de 
la méthylamine. La composante électrique est peu modifiée : 
la dépolarisation n'excède pas 20 mV. 
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V - CONCLUSIONS. 
De toute cette étude, il se dégage un faisceau de résultats 
expérimentaux qui renforce l'hypothèse initiale selon laquelle le 
transport du citrate par les vésicules serait entraîné par le gradient 
transmembranaire de protons. 
Il existe un couplage entre l'accumulation intravésiculaire 
du citrate et l'amplitude du gradient transmembranaire de pH mais aussi 
du potentiel membranaire, comme le suggère l'effet inhibiteur de la 
valinomycine (cf. Tableau 7.11 et Figure 7.5). 
L'intervention des deux composantes de la force motrice 
protonique dans l'entraînement du transporteur du citrate et dans le 
processus d'accumulation de ce soluté pose le problème du mécanisme 







En conservant la plupart de ses propriétés natives, les 
membranes lyophilisées permettent de former des vésicules fermées dont 
la dimension varie de 2 à 15 1-1. En conséquence, elles constituent un 
matériel de choix pour essayer de mieux comprendre le mécanisme de l'ac- 
cumulation de l'acide citrique par les vacuoles. 
Des problèmes subsistent cependant, telle la maîtrise de la 
composition du milieu interne. Il n'est pas possible de se débarasser 
de toutes les molécules (en particulier, les ions) initialement présen- 
tes dans le milieu intralutoïdique, sans modifier les propriétés mem- 
branaires. 
Bien qu'une analyse cinétique rigoureuse du transport du 
citrate, selon la méthodologie introduite par W.D. STEIN et ses colla- 
borateurs (W.D. STEIN et W.R. LIEB, 1973 ; W.R. LIEB et W.D. STEIN, 
19741, ne soit pas réalisable encore, il apparaît qu'il ne se résoud 
pas en un processus simple. Différentes hypothèses peuvent être formu- 
lées. Elles seront décrites et discutées en fonction des résultats 
obtenus, 
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1 - L’ACTIVITE ATPASE EN TANT QUE POMPE-A-PROTONS. 
L'hydrolyse de 1'ATP par 1'ATPase membranaire s'accompagne 
d'une acidification du milieu interne des vésicules de l'ordre de 0,3 
à 0,5 unités de pH (Fig. 6.1, courbe B ; Figures 6.2, 6.3, 6.4 et 6.5 ; 
Figure 6.6 , courbe A) et d'une dépolarisation rapide de l'ordre de 
80 mV (Figure 6.7, courbe B) en 30 mn à 3O'C. 
Ces deux phénomènes ne sont plus observés en présence d'inhi- 
biteurs de 1'ATPase comme le FCCP ou le S-13 (Figure 6.3, 6.4 et 6.9). 
Par ailleurs, l'acidification des vésicules et leur dépola- 
risation sont affectées par le pH externe (Figure 6.5, courbes A et B, 
et Figure 6.6, courbe A, pour le gradient de pH ; Figure 6.10 pour le 
potentiel transmembranaire) de la même façon que l'est 1'ATPase (Figure 
6.6, courbe B). Les optima sont très proches. 
Ces faits expérimentaux permettent de conclure que 1'ATPase 
membranaire vacuolaire est une pompe électrogène d'injection de protons 
dans le milieu intra-vésiculaire. 
AUCUI~ élément de comparaison existe dans la littérature. La 
plupart des études faites dans ce domaine sont effectuées sur l'activi- 
té ATPase du plasmalemme isolé de, soit Schizuiscmchcmmyc~ pornbe 
(J. DELHEZ et al., 1977 ; J.P. DUFOUR et A. GOFFEAU, 1978), soit 
~uechC4~~C~m~c~ e,Xev&!ke (R. SERRANO, 1978 ; G. WILLSKY, 1979), soit 
Neuhoapotu cnu~cru (G.A. SCARBOROUGH, 1977 ; B.J. BOWMAN et C.W. 
SLAYMAN, 1977 ; B.J. BOWMAN et al., 1978 ; B.J. BOWMAN et a1.,1978 ; 
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B.J. BOWMAN et C.W. SLAYMAN, 1979 ; B.J. BOWMAN et al., 1980). Elles 
se sont généralisées depuis aux algues, les Charophytes en particulier 
(C.L. SLAYMAN et al., 1973 ; D.W. KEIFER et R.M. SPANSWICK, 1978 ; 
R.M. SPANSWICK, 1980) et aux végétaux supérieurs (cf. J. CAMBRAIA et 
T.K. HODGES, 1980, ou F.M. DU PONT, 1979, par exemple). Les exemples 
concernant l'activité ATPase vacuolaire sont limités (J. D'AUZAC, 
1975 et 1977 ; W. LIN et al., 1977 ; S.DOLL et al., 1979 ; 1-J. METTLER 
et R.J. LEONARD, 1979 ; R.A. LEIGH et R.R. WALKER, 1980). C'est la 
première fois à notre connaissance que le caractère électrogène de 
1'ATPase vacuolaire est mis en évidence. 
De toute évidence, comme le suggère G.A. SCARBOROUGH (19801, 
une étude plus approfondie est nécessaire pour confirmer l'électrogé- 
nicité de cette ATPase pompe à protons. Rien n'est connu sur la StOe- 
chiométrie H+/ATP. Par ailleurs, il est essentiel de connaître les ci- 
nétiques de saturation de l'hydrolyse de l'ATP, de la variation du 
potentiel membranaire et de la variation du gradient transmembranaire 
+ 
de pH en fonction de la concentration externe en ATP-Mg . De plus, on 
peut concevoir que le transport des protons et l'hydrolyse de 1'ATP 
soient catalysés par des proté i 
de saturation identiques (J.B. 
Comme le soulignent 
F.A. SMITH et J.A. RAVEN (1979 
.nes différentes ayant des cinétiques 
DAME et G.A. SCARBOROUGH, 1980). 
N.A. WALKER et F.A. SMITH (1977) ou 
I le flux électrogène de protons créé 
un flux compensatoire de charges opposées (influx d'anions) ou non 
(efflux de cations). 
En conséquence, si l'électrogénicité de la pompe à protons 
lutoïdique est maintenant un fait bien établi nécessitant une étude 
approfondie (B. MARIN, 1980 ; B. MARIN et al., 1981 ; H. CRETIN, comm. 
pers.), les problèmes liés à la compensation de charge n'ont jamais 
été abordés. Le moment est venu d'en discuter les différentes possibi- 
lités : 
- La compensation de charge par expulsion de cation, 
Parmi les candidats possibles, présents dans le milieu 
interne des lutoïdes, le Tableau 8.1 suggère le potassium et le magné- 
sium. Pour des raisons évidentes, le proton est hors de cause. 
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- le potassium, 
L'intervention du potassium est possible. Effectivement, 
le fait de trouver des concentrations interne et externe de même ordre 
de grandeur bien que le potentiel transmembranaire soit négatif indique 
que le potentiel chimique de cet ion est plus élevé dans le milieu 
extravésiculaire (fiKin< jiK+ 
ex. 
). Une telle situation peut être la consé- 
quence d'une expulsion de cet ion. Par ailleurs, l'action dépolarisante 
du chlorure de potassium sur la membrane renforce cette hypothèse en 
montrant que la perméabilité des vésicules au potassium est nettement 
supérieure à celle des anions présents (Figure 5.4). 
- le magnésium, 
La perméabilité passive à ce cation semble très faible 
(cf. Paragraphe 2 de ce Chapitre). Par conséquent, si le magnésium as- 
sure l'équilibre de charge lors de l'excrétion des protons dans les 
vésicules, c'est en traversant la membrane lutofdique par un système 
non réversible. Il n'est pas impossible que l'efflux de magnésium hors 
des vésicules soit couplé directement à l'influx de H+ au niveau de 
1'ATPase. Toutefois, nous ne disposons d'aucun argument expérimental 
nous permettant de confirmer une telle hypothèse. 
- La compensation de charge par influx d'anions. 
En ce qui concerne l'entrée d'anions, le citrate en étant 
excepté, la seule possibilité existante est le phosphate. Mais, la 
valeur calculée pour la différence de potentiel électrochimique de cet 
ion suggère une accumulation active du phosphate (cf. Tableau 8.1). 
Elle nécessite un couplage direct avec un processus dispensant de l'é- 
nergie. En aucun cas, il ne peut s'agir d'un couplage électrostatique. 
La régulation précise d'un transport actif du phosphate vers l'inté- 
rieur des vésicules de manière à compenser le flux de protons dû à 
1'ATPase est difficile à imaginer. Si cet ion intervient pour rééquili- 
brer le système, ce devrait être par un mécanisme uniport réversible 
(diffusion passive ou autre) qui lui permettrait d'obéir librement aux 
forces électriques. Mais, alors, cet uniport représente un court- 
circuit peu plausible par rapport au transport actif (suggéré par la 
valeur calculée de Afi pour cet ion). Ces arguments ne permettent pas 
d'ecarter absolument l'hypothèse d'une absorption parallèle du phos- 
phate mais le fait que les expériences décrites à partir du Chapitre 
V aient été faites en absence de cet ion indique qu'il existe d'autres 
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dispositifs assurant l'équilibre de charge. Certes, l'intervention du 
phosphate résiduel peut être évoquée mais aucun fait expérimental per- 
met d'en connaître son incidence sur le phénomène observé. 
En conséquence, le problème reste entier. Le flux électro- 
gène de protons, associé au fonctionnement de 1'ATPase vacuolaire, crée 
un flux compensatoire de charges, dont la nature reste à élucider. 
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II - L'ORIGINE DU POTENTIEL TWSME~~B~IRE (EN ABSENCE D%TPASE 
FONCTIONNELLE). 
En absence d'ATP-Mg 2+ , la différence de potentiel membra- 
naire est de l'ordre de -150 à -100 mV (Figure 5.1 ; Tableau 5.1 ; 
Figure 5.5 ; Tableau 5.VI ; Tableau 5.VII ; Figures 6.7 et 6.10). 
S'il s'agit d'un potentiel de diffusion, il nous faut connaître la na- 
ture de l'ion impliqué dans la polarisation des vésicules. 
On peut concevoir deux mécanismes antagonistes : soit un 
efflux de cations, soit un influx d'anions, tout deux contribuant à 
développer un potentiel transmembranaire négatif. Chaque possibilité 
est envisagée et discutée. 
- Une polarisation dûe à un efflux de cations, 
On peut faire appel, parmi les cations présents dans les 
lutoïdes, soit au potassium, soit au proton , soit au magnésium 
(Tableau 8.1). 
- Le potassium, 
Dans la mesure où un mécanisme antiport H+/K+ n'existe 
pas(le potassium ayant été sollicité, dans le paragraphe précédent, 
pour assurer un flux compensatoire de charges lors du fonctionnement 
de l*ATPase), l'existence d'un gradient de concentration suffisant 
pour engendrer un potentiel diffusion de -100 à -150 mV implique un 
rapport d'accumulation de l'ordre de 100. Or, le potassium se trouve 
à la même concentration dans les deux compartiments délimités par la 
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membrane lutoidique (Tableau 8.1). En conséquence, cet ion n'est pas 
à l'origine du potentiel transmembranaire observé. 
- Les protons, 
Certes, ils sont accumulés via l'activité ATPase fonction- 
nant comme pompe-à-protons. Toutefois, il faut remarquer à ce propos 
qu'une partie du gradient transmembranaire de protons peut être imputée 
à l'existence d'un effet Donnan, le FCCP ou le S-13 ne le dissipant 
pas entièrement. 
Le gradient de concentration correspond à 0,5-l unité de 
PH- Il équivaut à une différence de potentiel membranaire de l'ordre 
de -30 à -60 mV. En conséquence, les protons ne sont pas à l'origine 
de ce potentiel transmembranaire. 
- Le magnésium, 
Pour les lutoides fraîchement isolés, la concentration 
interne en magnésium total varie de 40 à 60 mM. Pour sa part, la con- 
centration externe oscille entre 5 et 17 mM (Tableau 8.1). Toutefois, 
il s'agit là du magnésium total : il comprend les formes chélatées et 
libres. 
Dans un milieu interne où les concentrationsen Mg 2+ et en 
citrate sont égales à 50 mM, il restera environ 0,8 mM de Mg 2+ libre, 
à pH 6,0 (Tableau 8.11), l'essentiel du Mg2+ étant sous forme de com- 
plexes avec les formes RH2- et R3- du citrate (Figure 8.1). Le calcul 
du potentiel de Nernst donne une valeur de + 40,7 mV. Mais, selon 
J.L. JACOB, la concentration externe effective en Mg 2+ libre s'avère- 
rait beaucoup plus faible. Elle serait de l'ordre de 0,5 mM. La valeur 
alors obtenue pour le potentiel de Nernst est égale à + 6,2 mV. Dans 
ces conditions, on ne voit pas comment le magnésium pourrait être à 
l'origine du potentiel transmembranaire. 
Pour ce qui est des vésicules vacuo-lysosomales, les don- 
nées expérimentales manquent. En absence d'ATP-Mg 2+ , la concentration 
interne en Mg 2+ total s'élève à 5 mM. Dans la mesure où la concentra- 
tion interne en citrate est identique et pour un pH interne de 6,0, la 
concentration interne en Mg- 2+ libre est de l'ordre de 0,8 mM. La con- 
centration externe en Mg 2+ total (supposé libre en absence de citrate) 
varierait entre 0,Ol mM et 0,05 mM. Le calcul du potentiel de Nernst 
donnerait une valeur comprise entre - 36 et - 57 mV. 
Dans aucun cas, les valeurs obtenues n'expliquent l'ampli- 
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tude observée du potentiel transmembranaire (Figure 5.1 ; Tableau 
5.1 ; Figure 5.5 ; Tableaux 5.VI et 5.VII ; Figures 6.7 et 6.10). 
Par ailleurs, il faut rappeler que l'addition de SobMg 
dans le milieu d'incubation ne modifie pas la valeur du potentiel 
membranaire (Figure 6.7, courbes A et B ; Tableau 6.1). Ceci indique 
que le magnésium ne participe pas directement à l'établissement du 
gradient électrique et, par conséquent, implique que la perméabilité 
au magnésium est très faible : cet ion ne traverserait pas la membrane 
par simple diffusion passive. 
- Une polarisation dûe à un influx d'anions. 
L'autre possibilité qui nous est offerte pour expliquer 
l'électronégativité du potentiel membranaire, c'est l'existence d'un 
influx d'anions. 
A part les acides citrique et malique, le seul anion con- 
nu présent dans le milieu intralutoidique est le phosphate. 
Dans les lutoïdes, la concentration interne en phosphate 
acide-soluble est de l'ordre de 50 mM alors que la concentration ex- 
terne varie entre 10 et 15 mM (Tableau 8.1). Le potentiel de Nernst 
pour cet ion est, par conséquent, évalué de l'ordre de +30 à +40 mV. 
Pour les vésicules, les concentrations interne et externe 
varient respectivement entre 10 et 15 mM et 0,2 - 0,3 mM. Le calcul 
du potentiel de Nernst donne une valeur de l'ordre de + 100 mV. 
En conséquence, le phosphate ne peut être considéré com- 
me un candidat plausible impliqué dans la polarisation des vésicules. 
Cet échec dans notre tentative pour trouver la nature de 
l'ion à l'origine de ce potentiel transmembranaire pose le problème 
de la validité de la méthode employée pour le mesurer. 
Ce potentiel membranaire est calculé à partir de la dis- 
tribution à l'équilibre de molécules lipophiles (TPP', TPMP+) entre 
les compartiments extra et intravésiculaires. 
A priori, on pourrait penser à quelques artéfacts liés 
à l'emploi de ces molécules. Leur existence suffirait pour obtenir 
une valeur surévaluée du potentiel membranaire réel. 
La grande richesse des membranes lutoïdiques en acide 
phosphatidique (de l'ordre de 85 % du contenu phospholipidique, selon 
J. DUPONT et al., 1978) pourrait être à l'origine d'une fixation arté- 
factuelle des indicateurs lipophiles. Mais cela semble peu probable 
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car l'accumulation du TPMP+ par les vésicules vacuo-lysosomales est 
linéaire en fonction de la dose externe, dans une gamme de concentra- 
tion faible (ce qui permet raisonnablement d'exclure l'hypothèse d'une 
adsorption) . 
En conséquence, le problème ne semble pas d'ordre méthodo- 
logique (cf. Chapitre V, pour les autres arguments indiquant que la 
méthode employée pour mesurer ce potentiel transmembranaire est vala- 
ble). On doit en conclure que, dans l'état actuel de nos connaissances, 
il ne nous est pas possible de conclure. Aucun ion dont la comparti- 
mentation nous est connue nous permet de rendre compte de la polarisa- 
tion membranaire observée. Le problème ne sera résolu que dans la 
mesure où la compartimentation de tous les ions (organiques ou non) 
présents dans le latex sera établie avec certitude. 
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III - LA DISTRIBUTION DU CITRATE EN SES DIFFERENTES FORMES. 
L'acide citrique se dissocie en 4 formes de valence 0, -1, 
-2 et -3, que nous noterons RH3, RH;, RH2- et R 3-. S. PAPA et al. 
(1971) donnent les valeurs de pk suivantes : 
- pkl= 3,128 
- pk2= 4,761 
- pk3= 6,396 
Certaines de ces formes peuvent chélater le magnésium : la 
valeur de la constante d'associationest de 25,l mM pour R3' et de 
0,5 mM pour RH2- (R.M.C. DAWSON et al., 1969). 
Dès lors, il est possible de calculer la distribution du 
citrate en ces 6 formes, en considérant les équilibres de dissociation 
qui résultent des situations particulières employées (cf. Annexe 1 : 
Calcul de la distribution du citrate). 
La Figure 8.1 permet de suivre les variations de la concen- 
tration de chaque forme en fonction du pH du milieu en présence ou non 
de Mg 2+ Deux concentrations de Mg 2f . ont été considérées. Elles corres- 
pondent à deux situations extrêmes : 0 et 50 mM (Tableau 8.11). 
Entre pH 6,0 et pH 7,5, en absence de magnésium, les formes 
prédominantes sont RH2- et R3-, les autres formes étant faiblement 
représentées (RH2-) voire inexistantes (RHs)(Figure 8.2 , part. A). 
Selon la valeur du pH, les tendances sont inversées : [RH~-] >[R~-] 
à pH 6,0 alors que [RH~-]< [Ré-] à pH 7,5. Par contre, en présence de 
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2+ Mg f la forme RM (complexe entre R3- et Mg2+) devient prédominante 
(Figure 8.2 F part. B). Les autres formes (R3-, RH2- et FtHM) sont 
faiblement représentées. La forme RHM représente le complexe formé entre 
RH2- et Mg2 
+ 
. 
A titre d'exemple, la figure 8.2. compare la distribution 
des différentes formes de citrate à pH 6,0 (pH interne des vésicules 
lorsque 1'ATPase est fonctionnelle) et à pH 7,5 (pH du milieu d'incuba- 
tion), en présence ou non de magnésium. On voit que le passage de pH 
7,5 à pH 6,0 qui simule l'entrée de citrate dans les vésicules a des 
effets très différents selon qu'il y ait ou non du magnésium dans les 
milieux extra-et intravésiculaires. 
En conséquence, la distribution du citrate en ses différen- 
tes formes est fonction non seulement du pH mais aussi de la concentra- 
tion du magnésium du milieu considéré. 
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IV - LES PROBLEMES POSES PAR LE TRANSPORT DU CITRATE. 
Dans ce paragraphe, on discute des différents résultats, 
décrits dans les précédents Chapitres, en vue de mettre en place un 
mécanisme cohérent du fonctionnement du transporteur du citrate. 
A. LA NATURE DU SUBSTRAT. 
L'incorporation du citrate par les vésicules est d'autant 
plus forte que la forme RH2- est plus importante dans le milieu, comme 
l'indiquent les Figures 4.12 et 8.1 (courbe B). 
Vers pH 6,0, c'est la forme FW2- qui est prédominante dans 
la mesure où le milieu d'incubation ne contient pas de Mg2+ libre. 
Cette absence de Mg 2+ libre dans le cytoplasme est souvent suggérée 
mais, à notre connaissance, elle n'a jamais été démontrée (J-L. JACOB, 
communication personnelle). Bien qu'elle ne soit pas complète (défaut 
de branche ascendante), on voit que la courbe de concentration de la 
forme RH2- en fonction du pH (Figure 8.1, courbe B) est celle qui se 
rapproche le plus de la courbe d'incorporation en fonction du pH 
(Figure 4.12). 
Dans la mesure où le transport du citrate dépend non seule- 
ment de la concentration de la forme transportée dans le milieu d'incu- 
bation mais aussi de l'importance de l'activité ATPase, on peut penser 
qu'il soit préférable de prendre en considération ces deux facteurs si- 
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multanément. Ainsi, si l'incorporation est fonction de la concentration 
de la forme transportée [Jin = f (citrate)] et si elle est fonction de 




= f(citrate). f(ATPase) (8.1) 
On ne présume pas de la nature de la forme transportée. Après 
normalisation (la valeur maximale étant égale à l'unité) des variations 
de la concentration des différentes formes de citrate (Figure 8.1) et 
de l'activité ATPase (Figure 6.6, courbe B) en fonction du pH, on peut 
tracer toute une famille de courbes représentant la dépendance de Jin 
vis-à-vis du pH externe (Figure 8.4). On remarque un optimum vers pH 
6,0 pour les formes RH2- et RHM et un autre vers pH 6,7-7,0 pour les 
formes R3- et RM (Figure 8.4, courbes A et B). On retrouve le rôle 
fondamental du magnésium : sa présence diminue fortement la valeur de 
J 
in 
calculée pour les formes RH et RHM. Toutefois, la conclusion pré- 
cedemment énoncée reste valable. 
L'ensemble des résultats suggère que le transporteur du ci- 
trate assure l'entrée de la forme RB2- à moins que son affinité pour le 
substrat soit modifiée par le pH. En conséquence, nous prenons comme 
hypothèse de travail cette conclusion : c'est la forme RH2- qui traver- 
se la membrane via le transporteur, les autres formes étant considérées 
comme non perméantes. 
B. L’EFFET DU TRANSPORT DU CITRATE SUR LE POTENTIEL MEMBRANAIRE. 
L'évolution du potentiel transmembranaire au cours de l'in- 
corporation du citrate par les vésicules renseigne sur le caractère 
électrogène de ce transport. 
Deux situations sont envisagées : 
- en absence d'ATP-Mg2+(la pompe à protons ne 
fonctionnant pas alors), mais en présence du citrate, 
Lorsque la concentration externe en citrate est 
faible (de l'ordre de 5 mM), on note une hyperpolarisation de l'ordre 
de -25 à -30 mV, après 20 mn d'incubation à 30°C (Figure 8.5, courbe 
A) . 
On ne sait pas exactement ce qu'il se passe lorsque la con- 
centration externe en citrate est augmentée. La variabilité des résul- 
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tats obtenus est beaucoup trop forte pour en tirer une conclusion 
sûre. La quantité de vésicules manipulée était trop faible. 
- en présence d'ATP-Mg2+(la pompe à protons étant 
fonctionnelle), 
Lorsque la concentration externe en citrate est 
faible (de l'ordre de 5 mM), on observe une dépolarisation de l'ordre 
de 65 mV (Figure 8.5, courbe B). 
Par contre, si la concentration en citrate est portée à 
30 mM, elle s'avère moins importante : elle n'est plus que de 35 mV 
(Figure 8.4, courbe C). 
Tous ces faits indiquent que le transport du citrate est 
hyperpolarisant. Ceci se voit nettement lorsque l'effet électrogène 
opposé de 1'ATPase est supprimé ou bien lorsque l'hyperpolarisation dûe 
au transport du citrate reste visible encore malgré la dépolarisation 
imposée par l'activité ATPase. Cet effet hyperpolarisant intrinsèque 
suggère que le complexe transporté a une valence nette inférieure à 0. 
Par ailleurs, on doit remarquer, dans certains cas, l'exis- 
tence d'une dépolarisation supplémentaire de l'ordre de 30 mV lorsque 
la concentration externe en citrate passe de 5 à 30 mH. Elle ne peut 
être attribuée au transport du citrate (il est hyperpolarisant). On 
doit l'attribuer au système dépolarisant la membrane, 1'ATPase. En 
conséquence, pour rendre compte d'un tel résultat, on doit formuler 
l'hypothèse suivante : l'entrée de citrate dans le milieu interne sti- 
mulerait l'activité ATPase (à la face interne de la pompe à protons). 
Elle demande à être vérifiée. Elle pourrait expliquer ainsi 
l'effet activateur du citrate sur 1'ATPase noté uniquement en présence 
de déoxycholate. La désorganisation de la membrane vésiculaire par ce 
détergent permettrait une hydrolyse accrue de 1'ATP en activant 
1'ATPase au niveau de la face interne de la pompe à protons. 
Le Tableau 8.111 récapitule les principaux résultats décrits 
dans ce paragraphe. 
C. L'EFFET DU POTENTIEL MEMBRANAIRE SUR LE TRANSPORT DU CITRATE. 
Dans la mesure où ce transport ne se fait pas par un anti- 
port neutre de citrate et d'un autre anion ou par un symport neutre 
avec un cation, le potentiel membranaire doit affecter le flux de ci- 
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trate. On vient de voir qu'il est électrogène, ce qui conduit à écarter 
les deux éventualités évoquées ci-dessus. Il importe donc d'examiner 
maintenant comment un flux d'anion peut être modifié par le potentiel 
transmembranaire. 
Dans l'hypothèse d'un flux diffusionnel, la vitesse de tran- 
sit du citrate dépendra du champ électrique selon la relation : 
J =J -J 
net in ex 
avec comme expression, pour 
J 
= Z.P.F.Y 
in ezzEz -1 
RT 
(8.2) 
chaque flux : 
. C 
ex. (8.3) 
_ c ZF.Y' 
J 
Z.P.F.'Y -. =- 







net in' "-TF 1 e-- 1 
RT 
(8.5) 
chaque terme ayant pour signification : 
- p, la perméation du citrate, 
- 2, sa valence, 
- Y, la différence de potentiel membranaire, 
- F,R et T, leurs significations habituelles. 
En considérant les données expérimentales des Figures 6.1 
(variation du gradient de pH), 6.7 (variation du potentiel transmembra- 
naire) et 7.12 (incorporation de citrate), on peut dès lors calculer 
les variations de chaque flux en fonction de la polarisation de la 
membrane. 
En normalisant J 
in 
(par rapport à la valeur maximale qu'il 
prend lorsque la différence de potentiel membranaire est nulle), la 
Figure 8.6 récapitule l'effet du potentiel membranaire sur cet influx. 
On s'est placé dans la situation où les concentrations externe et in- 
terne de citrate sont égales à 0,36 mi (représentant la concentration 
de la forme RH2- lorsque le milieu contient 5 mM citrate à pH 7,s). 
Ainsi, toute une famille de courbes est calculée pour un 
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anion dont la valence varie de -1 à -4 (Figure 8.6). On verra, en ef- 
fet, plus loin que l'une des éventualité à retenir est l'échange PB2-/ 
+ 
H. Elle correspond en bilan à un influx d'anion trivalent voire uni- 
valent (s'il est couplé directement avec un influx de 14g 2+ 1. 
Dans les différents cas examinés, l'effet électrogène de 
l'ATPase, qui se traduit par la dépolarisation des vésicules, favorise 
la pénétration du citrate (Figure 8.6). De façon plus générale, plus 
la dépolarisation sera grande, plus l'incorporation de citrate sera 
élevée et cet effet sera d'autant plus accentué que la valeur de la 
charge nette transportée sera faible. 
Les résultats expérimentaux concernant l'évolution du poten- 
tiel membranaire pendant une incubation (Figure 6.7, courbe B) prévoient 
une cinétique d'influx de citrate compatible avec le mouvement d'une 
charge nette égale à -1 (Figure 8.7). Cette cinétique doit être compa- 
rée à l'incorporation de citrate observée dans ces conditions expéri- 
mentales (Figures 7.12, courbe B). On est alors amené à évoquer un 
mécanisme couplé assurant un bilan net de charge égal à -1. 
Toutefois, cette hypothèse n'est pas suffisante. Elle pré- 
voit une incorporation faible lorsque l'activité ATPase ne fonctionne 
pas. Or, l'incorporation de citrate, en absence d'ATP-Mg 2+ , est impor- 
tante : elle représente 53 % de celle observée en sa présence. Dans 
la mesure où cette hypothèse est plausible, il est nécessaire de la 
compléter. 
D. L'INTERVENTION DU MAGNESIUM DANS LE TRANSPORT ET DANS L'ACCUMULATION 
DU CITRATE. 
L'E.D.T.A., introduit dans le milieu d'incubation, diminue 
l'incorporation de citrate par les vésicules vacuo-lysosomales (Figure 
7.4). Ce résultat, contrastant avec celui décrit par J. D'AUZAC et 
C. LIORET (1974), suggère l'intervention d'un métal. Deux explications 
sont possibles : ce métal peut opérer, soit au niveau du transporteur, 
soit au niveau de 1'ATPase. 
En effet, si ce métal est le magnésium, 1'E.D.T.A. diminue 
la concentration effective en ATP-Mg 2+ (le substrat de 1'ATPase) en 
le chélatant. L'ATP libre n'étant pas hydrolysé par 1'ATPase 
(J. D'AUZAC, 1977), il en résulte une diminution de son activité. 
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Par ailleurs, la stoechiometrie d'accumulation existant 
entre le citrate et le magnésium suggère l'existence d'un transport 
couplé entre le citrate et le magnésium. Un tel mécanisme a été décrit 
chez les bactéries (K. WILLECKE et al., 1973 ; P. OEHR et K. WILLECKE, 
1974). Il en résulterait un effet moins hyperpolarisant du transport 
du citrate et une exigence énergétique moins grande. S'il en est ainsi 
dans nos vésicules, il s'agit d'un couplage direct des deux flux (ils 
ne constituent pas pour autant un symport, les deux flux étant indépen- 
dants l'un de l'autre). De toute évidence, il ne peut s'agir d'un flux 
compensatoire, le Mg 2+ étant alors entraîné par le mouvement de RH2- 
sous l'effet du champ électrique. En effet, le magnésium n'affecte pas 
le potentiel membranaire, en présence de citrate. 
Les calculs des concentrations des différentes formes de 
citrate interne montrent que, si le magnésium est présent, il peut 
chélater une part importante du citrate interne (sous les formes non 
perméantes RHM et RM) ( Figure 8.8 ). Il en résultera un abaissement 
de la concentration interne de la forme perméante RH2-. Ceci contri- 
buera à déséquilibrer le système dans le sens d'un influx. 
On doit souligner que, dans les schémas de la Figure 8.8 
(représentant une situation d'équilibre de concentration de la forme 
perméante), deux paramètres se révèlent essentiels pour la capacité 
d'accumulation du système : 
- la valeur du pH interne, 
- l'importance de la quantité de Mg 2+ interne. 
Néammoins, cette situation d'équilibre ne tient pas compte 
de la polarisation membranaire : la différence de potentiel membranaire 
ayant une valeur moyenne de -120 mV, la concentration interne de la 
forme perméante ne serait plus égale à la concentration externe mais 
serait 104 fois plus faible, comme l'indique la relation : 
J 




avec comme application numérique : 
J 
in 
+(-2). F . (-0,120) 
-= e 
J 
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On retrouve ici le rôle fondamental de la dépolatisation 
consécutive au fonctionnement de l'ATPase, qui permet de se rapprocher 
de la situation d'équilibre décrite dans la Figure 8.8. 
En résumé, le magnésium peut jouer un rôle important dans 
l'accumulation du citrate sous une forme imperméante (formes RM et RHM). 
On remarquera, sur la Figure 8.8. , que sa concentration interne est 
de l'ordre de 6 à 9 mM, ce qui serait en principe en faveur d'un efflux. 
Mais, il faut se rappeler que le Mg 2+ en lui-même n'est pas perméant, 
comme l'indique son inefficacité à faire varier le potentiel membranai- 
re (cf. Figure 6.7, courbe B, par exemple). Toutefois, le magnésium 
peut également jouer un rôle dans le transport du citrate lui-même si 
le couplage de son influx avec celui de RH2- est direct (comme le sug- 
gèrent l'égalité des concentrations internes de citrate total et de 
magnésium total et l'absence probable de perméation passive pour cet 
ion). 
15'. L'INTERVENTION DES PROTONS DANS LE TRANSPORT DU CITRATE. 
Rappelons les faits expérimentaux : 
1) - l'acidification du milieu extérieur favorise l'incor- 
poration de citrate (Figure 4.12), 
2) - l'acidification du milieu interne accélère l'incorpo- 
ration de citrate (Figure 7.2 ; Figure 7.3 ; Tableaux 
7.II et 7.111 ; Figures 7.7. et 7.8) alors que son 
alcalinisation la diminue (Figure 7.11 ; Figure 7.7), 
3) - l'incorporation de citrate acidifie le milieu externe 
(ceci étant visible uniquement lorsque le pouvoir 
tampon du milieu est faible : Figures 7.9 et 7.11), 
4) - l'incorporation de citrate alcalinise le milieu interne. 
Cet effet, qui s'oppose à celui de la pompe à protons, 
n'est visible que si celle-ci est arrêtée (Figure 8.4, 
courbe D) ou si la dose externe de citrate est élevée 
(Figures 8.5, courbe F, et 8.9, courbes A et B). 
On a vu que le point 1 s'explique bien pour la sensibilité 
de 1'ATPaSe au pH extérieur (Figure 6.6, courbe B, et Figure 8.3) et 
par le fait que la forme transportée est supposée être RH2- (cf la 
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partie A de ce paragraphe). 
Les points 3 et 4 indiquent que l'entrée du citrate dans le 
milieu intra-vésiculaire s'accompagne d'une sortie de protons. Un tel 
couplage permet alors de comprendre le point 2. Le fait que les mouve- 
ments de protons associés à l'influx de citrate (points 2, 3, et 4) 
soient opposés à celui qui est dû à 1'ATPase (cf. le paragraphe 1 de 
ce Chapitre) suggère l'hypothèse suivante : la pompe à protons entraîne 
l'absorption de citrate indirectement par l'intermédiaire du gradient 
de pH et de la valeur du pH interne qu'elle impose. On peut remarquer 
ici qu'une situation analogue existe en ce qui concerne les effets 
électriques : 1'ATPase dépolarise les vésicules alors que l'influx de 
citrate les hyperpolarise. On aboutit à la même conclusion : le coupla- 
ge est également indirect (cf. le paragraphe 5 de ce Chapitre). 
Le couplage par les protons peut s'exercer de plusieurs 
façons : il peut y avoir un antiport PH2-/H+ ou (et) un effet de ré- 
équilibrage acide-basique interne entre les différentes formes de 
citrate, qui diminue la concentration intravésiculaire de la forme per- 
méante et qui en favorise ainsi l'entrée. 
Le calcul montre que le rééquilibrage des différentes formes 
de citrate dans le milieu extérieur à pH 7,5 après le prélèvement d'un 
P?H~- consomme des protons (Figure 8.10). Inversement, le rééquilibrage 
interne après l'arrivée d'un PH2- dans un milieu vésiculaire à pH 6,0 
libère des protons. Ces conclusions ne peuvent expliquer l'acidifica- 
tion du milieu extérieur et l'alcalinisation du milieu interne asso- 
ciées à l'incorporation de citrate. En conséquence, il faut admettre 
qu'il y a rëellement un antiport FW2-/H+. 
Dans le cadre de cette hypothèse, le calcul indique que le 
nombre de protons fixés par molécule de citrate intravésiculaire sera 
fonction du contenu initial en citrate et en Mg 2+ mais aussi de la 
concentration externe en Mg 2+ libre (Figure 8.11, courbes A et 3). 
Moins le contenu initial en citrate et en Mg 2+ est élevé, plus la 
fixation de protons est grande, dans la mesure où la concentration ex- 
terne en Mg 2+ libre est nulle. Ceci révèle une autre voie du transfert 
de l'énergie provenant des protons (accumulés par la pompe-à-protons) 
sur le gradient d'accumulation de citrate. 
Un dernier point doit être signalé à propos des interactions 
entre le flux de protons et le flux de citrate. On a vu que les effets 
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électxogènes observés (cf. la partie B de ce paragraphe) conduisaient 
à l'hypothèse d'une activation possible de la pompe-à-protons par le 
citrate interne. En conséquence, le flux de citrate devrait provoquer 
une accélération de l'influx de protons. 
La Figure 8.12. résume les principales conclusions de ce 
paragraphe. 
F. L'EXISTENCE D'UNE COMPARTIMENTATION INTERNE D'ORDRE CINETIQUE. 
Le compartiment vésiculaire représente une entité morpho- 
logique bien définie : un milieu interne délimité par une membrane. 
Or, les Figures 4.15 et 4.17 suggèrent l'existence d'une compartimen- 
tation du citrate vésiculaire en deux pools bien distincts. En consé- 
quence, il s'agira d'une compartimentation cinétique. En effet, l'équi- 
libre isotopique n'est pas atteint : l'enrichissement isotopique ne dé- 
passe pas 0,08 % au bout de 60 mn à 30°C (Figure 4.15, courbe C). 
Donc, on doit en déduire l'existence d'un pool de citrate interne non 
accessible au transporteur. 
Or, comme nous l'avons vu dans un paragraphe précédent, l'es- 
sentiel du citrate est chélaté par le magnésium (cf. Figures 8.2 et 
8.8.). Il est possible que ce pool interne important corresponde à la 
forme FM. En conséquence, la stabilité du chélat freinera les échanges 
isotopiques. 
La présence de magnésium dans les vésicules déplace l'équi- 
libre dans le sens d'une accumulation de citrate sous la forme RM 
(Figure 8.8 1. Toute molécule pénétrant dans le milieu interne, sous 
forme FtH2-, se trouve piégée, sous forme RM. En conséquence, la concen- 
tration interne en BH2- sera toujours faible. L'exigence énergétique 
qu'implique ce transport sera d'autant amoindrie. Ainsi, pour une con- 
centration externe totale en citrate de 5 mM, à pH 7,5, et une concen- 
tration interne totale de 50 mM, à pH 6,0, la présence de 50 mM Mg 2+ 
fait passer le potentiel de Nernst pour la forme RH2- de + 118,7 mV 
à + 52,3 mV (Figure 8.8 1. 
Il existe donc un très faible pool de citrate, sous forme 
perméante. L'important efflux observé, lorsque du citrate est présent 
dans le milieu extérieur, peut alors s'expliquer (Figures 4.13 et 4.14). 
Le pool interne de citrate transportable est réduit. Il peut donc s'en- 
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richir relativement très rapidement en 14C-citrate. L'enrichissement 
isotopique réel sera alors proche de 1 bien que l'équilibre isotopique 
apparent ne soit pas atteint. Dès lors, on pourra s'attendre à observer 
un efflux important, qui sera fonction de la concentration interne en 
RH2- transportable. 
L'existence de deux compartiments cinétiques de citrate 
(l'un correspondant à la forme perméante , la forme RR2- ; l'autre à 
la forme piégée par le magnésium, la forme RM) peut rendre compte des 
résultats obtenus (Figure 4.17 et, plus particulièrement, Figure 4.15) 
ainsi que l'ont montré les simulations cinétiques. On admet alors que 
les complexes formés entre R et M sont suffisamment stables (du point 
de vue cinétique), c'est-à-dire que leur dissociation et leur réassocia- 
tion soient plus lentes que le transport du citrate lui-même à travers 
la membrane vésiculaire. 
La Figure 8.13 résume les résultats de ce paragraphe. 
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V- LE COUPLAGE DU TRANSPORT DU CITRATE AVEC L’ACTIVITE ATPASE 
FONCTIONNANT COWlE UNE POMPE-A-PROTONS. 
Les résultats obtenus indiquent que le transport du citrate, 
sous forme RH2-, s'effectue contre un potentiel transmembranaire néga- 
tif. On peut retenir qu'il correspond à un influx net de l'ordre de 
100 nmoles x mg-l prot. au terme d'une incubation de 60 mn faite à 
30°C et à pH 7‘5. 
Or, l'activité ATPase membranaire mesurée dans des conditions 
comparables équivaut à l'apparition de 5,3 à 6,5 I.cmol. ADP x mg-l prot. 
Certes, la stoechiometrie de la réaction n'est pas connue : l'hydrolyse 
d'une molécule d'ATP peut correspondre au transfert de 1 ou 2 protons 
(cf. N.A. WALKER et F.A. SMITH, 1977, ou U. LUTTGE, 1980). Cependant, 
on peut raisonnablement envisager que cette activité permet le mouve- 
ment de 5,3 à 6,5 uéquival. de protons x mg-l prot. 
En conséquence, seulement une faible partie de l'énergie 
libérée au cours de l'hydrolyse de 1'ATP est utilisée par le transpor- 
teur du citrate. Leur couplage n'est donc pas strict, pas autant que 
l'est celui du transporteur du malate avec la pompe-à-protons vacuo- 
laire chez k&Xnchoe. daig&wloti!%% (U. LUTTGE et E. BALL, 1980). 
Le moment est venu de discuter du degré de couplage de ces 
deux processus chez /-/eueu b~adLLe~~. Deux aspects doivent, en consé- 
quence, être considérés, en relation avec leur dépendance. 
- 184 - 
- il s'agit de deux mécanismes séparés. 
Maints résultats confirment ce point de vue. Ainsi, 
il faut rappeler que : 
1) le citrate peut être incorporé sans que 
1'ATPase fonctionne (par manque de substrat) 
(cf. par exemple, Figure 7.9, courbe A ; 
Figure 7.11, courbe C ; Figure 7.12, courbes 
A et B), 
2) fondamentalement, la pompe-à-citrate et la 
pompe-à-protons ont des effets opposés : le 
transport du citrate (en absence d'ATP-Mg 2+ ) 
hyperpolarise la membrane (Figure 8, courbe A) 
et alcalinise le milieu interne (Figures 8.5, 
courbes D et F ; Figure 8.9, courbe B). 
En conséquence il s'agit bien de deux mécanismes différents 
puisque l'un peut fonctionner indépendemment de l'autre. 
- les deux mécanismes ne sont pas entièrement 
indépendants l'un de l'autre. 
Cette hypothèse nous est suggérée par les résul- 
tats suivants : 
1) la membrane vésiculaire se trouve davantage 
dépolarisée, en prësence de citrate, lorsque 
1'ATPase fonctionne, 
2) selon que 1'ATPase est fonctionnelle ou non 
(par addition de substrat) (cf. Figure 6.1, 
courbes A et B), le niveau d'incorporation du 
citrate est différent (Figure 7.12, courbes 
A et B), ce dernier étant plus élevé lorsqu' 
elle agit, 
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3) il existe un parallélisme entre le niveau d'in- 
hibition du transport du citrate par les inhi- 
biteurs de 1'ATPase (Figure 7.13, courbes A et 
B) et l'amplitude de l'activité ATPase résiduel- 
le, lorsqu'elle se trouve bloquée par ces agents 
(Figures 6.3 et 6.4). 
Les points 2 et 3 indiquent clairement que la pompe-à-protons 
entraîne le transporteur du citrate, qui fonctionne contre un gradient 
transmembranaire de concentration. 11 s'agit d'un transport actif. 
Cette énergie peut provenir, soit du ApH, soit du AY pré- 
existants, ou des deux à la fois (cf. F.M. HAROLD, 1977 a et b ; 
S. RAMOS et H.R. KABACK, 1977 ; S. RAMOS et al., 1976, par exemple). 
Or, 1'ATPase modifie ces deux grandeurs. En conséquence, le transport 
du citrate est dépendant du fonctionnement de 1'ATPase. C'est un aspect 
du problème dont nous discuterons plus particulièrement dans les para- 
graphes suivants. 
Toutefois, on peut rappeler le rôle fondamental de 1'ATPase 
en dépolarisant la membrane. En effet, comme nous l'avons Suggéré par 
ailleurs, l'effet électrogène de 1'ATPase favorise la pénétration du 
citrate en diminuant les interactions existant entre l'anion RH2- et 
le potentiel transmembranaire initial (fortement électronégatif). Cette 
interprétation admet implicitement que le transport du citrate équivaut 
au transfert d'une charge nette égale au plus à -1 (cf. Figures 8.6 et 
8.7). 
Nous devons en conclure que le couplage du transport du ci- 
trate avec l'activité ATPase n'est pas strict. Chacun correspond à un 
mécanisme différent l'un de l'autre. Mais, le fonctionnement du trans- 
porteur du citrate est accru lorsque 1'ATPase intervient. 
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VI - TENTATIVES DE MODELISATION DU TRANSPORT DU CITRATE. 
Dès lors, quatre points doivent être plus particulièrement 
'examinés en construisant le modèle : 
- le transport du citrate est-il directement ou indirecte- 
ment couplé à l'hydrolyse de 1'ATP par la pompe-à-protons ? 
- l'effet du pH interne, qui se traduit par une redistribu- 
tion entre les différentes formes s'opérant dans un mi- 
lieu interne plus acide, correspond-t-il à une diminution 
de la concentration interne de la forme perméante PH2-, 
ce qui peut entraîner le déplacement de l'équilibre de 
diffusion dans le sens de l'accumulation ? 
- en ce qui concerne l'effet du gradient transmembranaire de 
pH, existe-t-il des indications montrant que l'énergie dis- 
sipée par l'efflux de protons (préalablement accumulée par 
la pompe) est récupérée pour entraîner l'influx de citra- . 
te ? 
- en ce qui concerne l'effet du champ électrique, la pola- 
risation de la membrane et surtout les variations de la 
différence de potentiel transmembranaire (dûes à la pompe 
à protons) affectent-elles le transport du citrate ? 
Dans l'hypothèse d'un cotransport, est-il neutre ou cor- 
respond-t-il. à une stoechiométrie électriquement déséqui- 
librée ? 
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Le modèle doit rendre compte des résultats expérimentaux 
suivants, qui constituent des réponses partielles aux questions posées: 
- une alcalinisation du milieu interne lorsque le milieu 
d'incubation contient une concentration élevée en citrate, 
- la forme RH2- est la forme perméante si l'on considère la 
réponse du transporteur au pH extérieur, 
- compte-tenu des conditions de pH et de la présence de 
magnésium, la forme prédominante est le complexe formé 
entre R3- et Mg2 
+ 
(Fw , 
- excepté la forme RH2-, toutes les autres formes de citrate, 
complexé ou non avec le Mg 2+ , sont imperméantes (c'est 
une hypothèse de travail), 
- une forte présomption pour un antiport RH2-/H +, l'acidi- 
fication du milieu extérieur induit par le transport du 
citrate n'étant visible que dans la mesure où l'activité 
ATPase est stoppée et que le pouvoir tampon du milieu 
est faible, 
- une dépendance du transport du citrate vis-à-vis de l'é- 
nergie fournie par la pompe-à-protons, 
- une dépendance du transport vis-à-vis du gradient trans- 
membranaire de pH, l'augmentation de ce dernier favorisant 
l'influx de citrate, 
- une dépendance du transport vis-à-vis de la valeur du pH 
interne, l'incorporation étant favorisée par un milieu 
acide, ce qui se produit lorsque 1'ATPase fonctionne, 
- une hyperpolarisation liée au transport du citrate, seu- 
lement visible lorsque l'effet dépolarisant de la pompe- 
à-protons est supprimé, 
- une dépolarisation liée au transport du citrate, lorsque 
1'ATPase est fonctionnelle, 
- une accumulation de magnésium identique à celle du citrate 
total. 
Comme l'hypothèse d'un couplage direct entre le transport 
du citrate et l'activité ATPase ne peut être retenue, deux autres hypo- 
thèses de travail sont considérées : 
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- soit le transport du citrate correspond à un simple ré- 
équilibrage de ses différentes formes entre les comparti- 
ments extra- et intravésiculaires, en relation avec l'exis- 
tence d'un gradient transmembranaire de pH, 
- soit le transport du citrate résulte du fonctionnement 
d'un antiport F2H2-/H+. 
Nous avons testé la validité de ces deux hypothèses en si- 
mulant le transport du citrate dans les conditions expérimentales ren- 
contrées. 
Nous avons utilisé l'analyse numérique en établissant un 
programme permettant d'étudier ce type de transport, comme il est indi- 
qué par ailleurs (cf. Annexe II : Procédure de calcul utilisé dans les 
simulations). 
A. HYPOTHESE D'UN SIMPLE REEQUILIBRAGE DES DIFFERENTES FORMES DE 
CITRATE ENTRE LES COMPARTIMENTS EXTRA- ET INTRAVESICULAIRES DU AU 
GRADIENT TRANSMEMBRANAIRE DE pH. 
Dans le cadre de cette hypothèse, la simulation est faite 
en donnant des valeurs identiques à J 
in 




max max d'une part, et 
et à K 
m 
m d'autre part. On tient compte du fait que seule la forme 
RH2- est perméante. En conséquence, le seul paramètre intervenant dans 
ce type de transport est la modification du gradient transmembranaire 
de pH induite ou non par la pompe-à-protons. 
Cette simulation aboutit aux Figures 8.9, 8.10 et 8.11, qui 
ne permettent pas de retrouver les résultats décrits dans les Chapi- 
tres IV et VII. 
Pour tenir compte du fait que le pH intravésiculaire varie 
au cours de l'expérience, la courbe expérimentale représentant la 
variation de pH 
in 
en fonction du temps (Figure 6.1, courbe B) a été 
ajustée à une courbe empirique, décrite par la relation : 
PHin = (PH&~ - 1,ll x t 
(t + 61) (8.8) 
Cette relation est introduite dans le programme de calcul 
de manière à ce qu'à chaque intervalle de temps considéré, le pH inter- 
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ne soit corrigé et ramené à la valeur observée (Figure 8.12). 
Les autres paramètres caractéristiques du compartiment vési- 
culaire sont les suivants : 
- un volume vésiculaire de l'ordre de 10 ~1 x mg-' prot., 
- un Contenu vésiculaire en citrate et en Mg 2+ de l'ordre 
de 25 nmol. x mg-l prot., 
- un pH interne initial de 6,91 (pour simuler l'incorpora- 
tion de citrate décrite par la Figure 7.12, courbe B). 
Le milieu d'incorporation contient toujours 5 mM citrate 
amené à pH 7,5 (par addition de Tris-Base). Lorsque l'ATP-Mg 2' (5 mM) 
est ajouté au milieu d'incubation, la concentration en Mg2+ libre de- 
vient égale à 0,93 mM. Elle est calculée selon la méthode indiquée par 
J.P. DELHEZ et al. (1980). 
Les valeurs prises pour l'influx (Jiz, ) et pour l'efflux 
(Jzx) sont égales à 15 nmol. x mg-l prot. x mn -1, ce qui est compa- 
tible avec la pente initiale des courbes d'incorporation. La valeur 
apparente expérimentale de Km pour le citrate est de l'ordre de 5 mM, 
ce qui correspond à 0,362 mM pour la forme perméante à pH 7,5. 
Par définition, dans le cadre de cette hypothèse, on a : 
in 
K = Kex 
m m 
= 0,362 mM. (8.9) 
Dans aucun des cas de figures considérées [la pompe-à- 
protons étant (Figure 8.14 ou n'étant pas fonctionnelle (Figure 8.15 
les flux de citrate et de Mg 2+ étant ou n'étant pas couplés], l'incor- 
poration de citrate simulée reflète la cinétique observée (cf. Figure 
7.12, courbe B, par exemple). Elle n'excède pas 25 nmol. x mg-l prot. 
au bout de 15 mn d'incubation. Par la suite, elle se ralentit considé- 
rablement (Figure 8.14,courbe A). Il en est de même pour l'accumulation. 
Cette simulation ne permet pas de retrouver les cinétiques expérimen- 
tales, dans les conditions employées. 
Par conséquent, un simple rééquilibrage des différentes for- 
mes de citrate entre les compartiments extra- et intravésiculaires, 
consécutif à l'existence d'un gradient transmembranaire de pH et à sa 
variation, n'est pas suffisant pour rendre compte des résultats obtenus. 
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B. HYPOTHESE DU FONCTIONNEMENT DU TRANSPORTEUR SELON UN MECANISME 
ANTIPORT RH2-/nH+. 
Dans cette hypothèse, on admet l'existence d'un mécanisme 
antiport RH2-/nH+. Le transport de PH2- sera électriquement compensé 
s'il existe parallèlement une absorption de cation avec une stoechio- 
métrie égale à (n + 2). Par contre, il sera dépolarisant si le flux 
de charges positives est supérieur au flux d'anions PH2- et à son ef- 
flux couplé de H+. Dans le cas contraire, il sera hyperpolarisant. 





(H+)Tn. (PH2-) ex 
(H+I 2,. (RH2-)ex + K 
(8.10) 
+n 
J = J;ex . (H )ex. (FC-12-) 
ex in 





K est la constante d'affinité intrinsèque du transporteur 




(H+I n in 
(8.12) 
K = K 
ex 
(H+I n ex 
(8.13) 
On voir dès lors que les deux constantes sont reliées 
par la relation : 




Ainsi, la différence de pH entre les deux faces de la mem- 
brane se traduit formellement par des différences d'affinité du trans- 
porteur pour son substrat. Il suffit alors d'introduire la condition 
ci-dessus dans le modèle précédent (en conservant les paramètres carac- 
téristiques du compartiment vésiculaire). 
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Dans ce second modèle, les effets électriques ne sont pas pris en con- 
sidération. 
Les Figures 8-l-,8.15 et 8.16 permettent de comparer direc- 
tement le fonctionnement du transporteur selon les deux hypothèses de 
travail : la première supposant (Km)in = (Km)ex [c'estle cas examiné 
dans le paragraphe précédent] ; la seconde avec (K ) . lonApH et n = 1. 
m ex 
Ainsi, lorsque la pompe-à-protons fonctionne, et quand 
(Km)in = (Km)ex, comme on l'a vu précédemment, pour une valeur de J 
in 
max 
et de J 
ex 
max ' 
l'incorporation de citrate n'excede pas 27 nmol x mg-l 
prot. au bout de 15 mn d'incubation (Figure 8.14,courbe A). Par contre, 
dans l'hypothèse d'un fonctionnement antiport du transporteur, la simu- 
lation se rapproche de la courbe expérimentale (Figure 8.14,courbe A). 




portées de 15 à 9 (Figure 8.13, courbe A). 
Il est important de comparer les prévisions des modèles et 
les observations relatives à l'accumulation de citrate par les vésicules 
vacuo-lysosomales. Ainsi, cette seconde hypothèse permet de rendre 
compte de l'accumulation généralement observée (Figure 8.13, courbes 
B et E). Pour un contenu interne initial en citrate de 25 nmol x mg-l 
prot., elle peut être estimée à 70 nmol. x mg-l prot. au bout de 
60 mn d'incubation (Figure 8.19, courbe B) . Elle correspondra à la 
fixation de 0,55 H' par molécule de citrate. 
Cette fixation de protons résulte de l'acidification pro- 
gressive du milieu interne par la pompe-à-protons, qui rapproche le 
pH interne de la valeur du pK de la forme RH2- (4,761). Elle s'avère 
très réduite lorsque la pompe-à-protons ne fonctionne pas. 
En résumé, ces simulations montrent que les cinétiques d'in- 
corporation de traceurs et d'accumulation nette de citrate peuvent 
s'expliquer par la présence d'un mécanisme antiport de CO-transport 
RH2-/H+ r d'une imperméabilité des formes autres que RH2- et soulignent 
l'importance des équilibres acide-basiques (c'est-à-dire du pH interne) 
et des chélations par le magnésium. 
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C. INSUFFISANCE DE LA SECONDE HYPOTHESE ET COMPLEMEhTARï-TE. 
1) Sch6ma au fonctionnement au transporteur selon Ze mha- 
nisme antiport RH2-/H+. 
Le tableau 8 résume le fonctionnement du transporteur selon 
un mécanisme antiport FKS2-/H+ où : 
- La pompe à protons, en fonctionnant permet une acidifica- 
tion du milieu interne, 
Pour une molécule de citrate transportée, il y a 60 molécu- 
les CI'ATP-Mg 2+ qui sont hydrolysées par 1'ATPase (cf. le paragraphe 5 
de ce Chapitre). En conséquence, 60 protons traversent la membrane vé- 
+ 
siculaire (s'il s'agit d'une 1 H -ATPase). 
Une grande partie de ces protons sont utilisés lors de l'ac- 
tivation des différents transports (citrate, malate, phosphate,...). 
Ils interviennent aussi dans l'équilibre acide-basique du milieu inter- 
ne. L'acidification qui en résulte permet de constituer un pool sur 
lequel les protons impliqués dans le fonctionnement du transporteur du 
citrate sont prélevés. 
- Le transporteur du citrate assure un échange couplé entre 
+ 
1FE12- et 1 H, 
Toutefois, l'alcalinisation réelle du milieu interne est 
plus faible que celle qui correspondrait à l'exportation nette d'un 
proton, du fait de la libération d'une partie des H+ apportés par la 
forme perméante RH 2- (cf. le paragraphe 4 de ce Chapitre). 
- La possibilité d'un couplage direct avec le flux d'un 
cation (ou l'efflux d'un anion), 
Si les simulations sont satisfaisantes, elle ne rendent pas 
compte du fait que le transport du citrate correspond au mouvement d'un 
anion univalent (ou plus exactement à l'influx d'un bilan net d'une 
charge négative) (Figures 8.6 et 8.7). D'où l'hypothèse supplémentaire 
de l'intervention d'un influx de cation (ou de l'efflux d'un anion) de 
façon à avoir le transfert net d'une seule charge. 
Ce modèle a donc besoin d'être complété. D'une part, l'hypo- ' 
thèse d'un flux couplé de Mg2- sera discutée. D'autre part, on évoquera 
- 194 - 
toutes les possibilités permettant de prendre en compte l'effet du 
potentiel électrique dans ce modèle. 
2) Effet de Za teneur initiale en citrate et de la présence 
de Mg2' dans Le milieu d'incubation sur l'incorporation 
et sur I'aeeumuZation de nitrate. 
L'étude systématique des facteurs en jeu révèle que la ciné- 
tique d'incorporation et d'accumulation du citrate dépend fortement de 
la teneur initiale en citrate des vésicules et de la présence de magné- 
sium dans le milieu (Figures 8.19 et 8.20). 
Pour reconstituer la forme des courbes observées, il appa- 
raît qu'il faut partir de vésicules contenant environ 25 à 100 r-m-101 x
mg-l prot. de citrate (Figures 8.19, courbes A et D, pour l'incorpora- 
tion de citrate ; Figures 8.20, courbes B et E, pour l'accumulation). 
Ces valeurs sont compatibles avec les résultats expérimentaux obtenus 
(lorsque la vésiculation se fait en absence de tout citrate exogène). 
En ce qui concerne l'effet du magnésium, deux cas extrêmes 
sont considérés : le milieu contient 0 ou 5,2 mM de Mg 2+ libre (Figures 
8.19, et 8.20). La valeur de 5,2 mM correspond à la situation où une 
partie du Mg 2+ se trouve piégée par 1'ATP. Pour une concentration ini- 
tiale externe de 10 mM de Mg 2+ et de 5 mM pour l'ATP, le calcul permet 
d'obtenir cette valeur (J.P. DELHEZ et al., 1980). 
La présence de Mg 2+ libre dans le milieu externe conduit à 
la chélation d'une grande partie du citrate, ce qui abaisse la concen- 
tration de la forme perméante (Figure 8.1, courbes D, E et F ; Figures 
8.2 et 8.8) . Dans ces conditions, l'incorporation de citrate est plus 
faible comme l'indique la comparaison entre les Figures 8.13 et 8.14 : 
la présence de 5 mM Mg 2+ externe (libre) correspond à une diminution de 
l'ordre de 60 % (pour des valeurs identiques de Jrn et de J 
max ex ). guant max 
à l'accumulation, elle devient pratiquement nulle (Figure 8.20, courbe 
B) lorsque le contenu vésiculaire initial en citrate et en Mg 2+ est 
de 25 nmol. x mg-l prot. Elle correspond à une décharge accélérée du 
compartiment vésiculaire lorsque ce contenu est plus élevé (Figure 8.20, 
courbes E et H). 
L'addition simulée de Mg 2+ libre (non complexé par 1'ATP) 
dans le milieu d'incubation modifie complètement les cinétiques d'in- 
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corporation (Figures 8.20, courbes A, D et G) et d'accumulation (Figure 
8.20, courbes B, E et H). Elles ne sont en aucun cas conformes à celles 
que nous observons. On comprend dès lors l'influence opposée du Mg 2+ 
et de ~'E.D.T.A. sur l'incorporation de citrate par les lutoïdes 
(J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974). 
Dans le cadre de l'hypothèse envisagée, on ne doit pas avoir 
de Mg 2+ libre dans le milieu d'incubation. On doit le supposer chelaté 
par 1'ATP libre ou fixé sur un site membranaire (ou autre) d'affinité 
supérieure à celle qu'il a pour le citrate (Ka >> 0,5 mM). 
3) La prise en compte de Z'effet au potentiel électrique 
dans le modèZe. 
Jusqu'à présent, ce modèle tient compte uniquement de l'ef- 
fet des pH extra- et intravésiculaire et du gradient transmembranaire 
de pH. 
a) insuffisance du modèle. 
Ainsi, lorsque la pompe à protons ne fonctionne pas et que 
la concentration externe en citrate est de 5 mM, la simulation donne 
un résultat différent de celui obtenu (Figure 8.23, courbe A). 
Or, la différence de potentiel transmembranaire n'est pas 
identique selon que la pompe à protons fonctionne ou non (Figure 6.7). 
Une valeur moyenne de - 50 mV peut être retenue pour le motif ATP-Mg 2+ . 
Elle est de l'ordre de - 100 mV pour le motif témoin (sans ATP-Mg 2+ 
et sans Mg 2+ exogène libre). 
La composante électrique du gradient d'enthalpie libre du 
citrate intervient nécessairement comme le suggère l'effet de la valino- 
mycine sur son incorporation par les vésicules (Figure 7.5, courbes B 
et D). Il s'agit d'en tenir compte dans notre modèle. 
En faisant l'hypothèse que, pour un transporteur chargé de 
1 RH2- 
+ 
et de 1 H , la fréquence de transition (1 Hln, 1 BH2ex +lH 
+ 
ex' 
1 R112;n) est proportionnelle au champ électrique (c'est-à-dire au 
Ajï électrique), on peut prévoir que l'influx de citrate (Jin) répond 
au potentiel membranaire, comme nous l'avons déjà évoqué par ailleurs 
(cf. le paragraphe 4 de ce Chapitre). Le modèle doit nécessairement en 
rendre compte, c'est l'objet de la discussion qui suit. 
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B)L'électrogénicité du transport du citrate et la possibili- 
té d'un flux couplé de Mg 2+ . 
Le fonctionnement du transporteur du citrate selon un anti- 
port RH2-/H+ est équivalent à un influx d'un anion trivalent. L'impor- 
tance de l'effet du champ électrique sur le transport du citrate a été 
suggéré (cf. le paragraphe 4 de ce Chapitre). 
On s'aperçoit qu'une dépolarisation allant de - 100 mV à 
- 50 mV accélère considérablement l'influx d'un anion monovalent 
(Figure 8.5). Par contre, l'influx d'un anion trivalent reste fortement 
ralenti pour un potentiel membranaire de - 50 mV (Figure 8.6j. Comme 
nous l'avions indiqué, cette observation suggère que cet antiport 
FZH2-/H+ doit être couplé à un flux de cation (ou à un efflux d'anion) 
de façon à diminuer l'électrogénicité du transport du citrate. 
La stoechiométrie existant entre le citrate total et le 
magnésium total d'un latex d'uW&X b&Cti&ev&& (J.L. JACOB, résultats 
non publiés) pourrait être en faveur d'un flux couplé de Mg2 
-l- 
, ce qui 
aboutirait à un flux net d'une charge négative au lieu de trois charges 
négatives (comme nous l'évoquions dans la Figure 8.21). 
Il est nécessaire de discuter le bien-fondé d'une telle hy- 
pothèse. L'existence d'une telle forme de transport du Mg2 + explique- 
rait que cet ion pénètre en grandes quantités dans les lutoides et en 
quantités égales au citrate, sans diffuser passivement (l'addition de 
Mg 2+ dans le milieu d'incubation ne s'accompagnant pas d'effet électri- 
que). 
Il est difficile d'imaginer que le magnésium externe libre 
soit impliqué dans les systèmes de transport envisagés. En effet, la 
concentration du Mg2 
+ 
libre dans le cytoplasme est faible (cf. Tableau 
8.1). L'addition d'ATP-Mg2 
+ 
(5 mM) dans le milieu d'incubation corres- 
pond à introduire du Mg2+ libre : sa concentration est de l'ordre de 
0,93 mM. La quantité de citrate incorporée n'excède pas 100 à 120 nmol 
x mg-l prot. après 60 mn d'incubation. En conséquence, la quantité de 
magnésium disponible est suffisante. Mais, les calculs indiquent que 
toute trace de Mg2 
+ 
libre dans le milieu externe tend à chélater le 
citrate libre, à diminuer la concentration en RH2 susceptible d'être 
transportée (cf. Figures 8.20, courbes A, D et G) et accumulée (cf. 
Figures 8.20, courbes B, E et H). On est donc conduit à penser que, 
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dans la mesure où le magnésium intervient dans ce transport, il n'opè- 
re pas sous une forme simple. 
Les simulations, faites en prenant comme hypothèse, l'exis- 
tence d'un flux couplé de Mg2+ à celui du citrate, suggèrent une incor- 
poration et une accumulation accrues de citrate (Figures 8.14,courbe E 
et 8.15, courbe E, pour l'incorporation ; Figures 8.14,courbe F, et 
8.15, courbe F, pour l'accumulation). La capacité d'incorporation et 
d'accumulation des vésicules vacuo-lysosomales double lorsque la pompe 
à protons fonctionne. Elle se trouve multipliée par 2,6 lorsque le 
gradient transmembranaire de pH reste constant. Ces propriétés décou- 
lant de la formation du complexe RM dans le milieu interne, en quantité 
croissante (les cinétiques d'incorporation de RH2- et de Mg2 
+ 
étant 
identiques) (Figures 8.14,courbe G, et 8.15, courbe G). 
Toutefois, dans le modèle présenté, le magnésium ne doit 
être introduit que pour ramener la valence nette de l'échange du com- 
plexe transporteur RH2-/H' de -3à- 1. Les modalités précises de 
l'atténuation de la charge nette transportée restent très obscures 
(influx couplé de Mg2+, influx couplé de cations organiques tels que 
les amino-acides, basiques accumulés spécifiquement dans le milieu 
intra-lutoïdique, efflux d'anion,...). 
y) La modification des constantes cinétiques par le champ 
électrique. 
Dans toutes les simulations faites jusqu'à présent, on n'a 
tenu compte que des pH extra- et intravésiculaire et du gradient trans- 
membranaire de pH, en conservant des valeurs identiques pour Jg, et 
pour JEa,. 
Or, le complexe transporteur est chargé électriquement. On 
peut dès lors écrire : 
T- = [T, RH=, H+] (8.15) 
Comme l'indique la Figure 8.22 , l'étape de transition intra- 
membranaire entre les formes (a) et (b) (qui correspondent respective- 
ment à la libération de F%I~- à l'intérieur et à l'extérieur de la mem- 
brane) est sensible à la différence de potentiel transmembranaire. On 
- 198 - 
ne considère pas les étapes d'association et de dissociation qui font 
intervenir les concentrations de RH2- et de H 
+ 
et qui ont lieu aux 
interfaces milieu-membrane. D'après la théorie des vitesses absolues 
(cf. J. TONNELAT, 1975 ou G.M. BARROW, 1976, par exemple), les fré- 
quences de transition K1 et Km1 sont données par les relations : 
KT 
Kl=h.e - AGT/RT (8.16) 
KT 
Km1 = c. e 
- AG_P/RT (8.17) 
où AGy et AG x sont les variations d'enthalpies libres standards cor- 
-1 
respondant à la dissociation des formes activées. 
Par conséquent : 
K1 -(AGy - AG-T)/RT -= e 
K-1 
On voit sur le Tableau 8.x, que : 
(8.18) 
AGO = AG-y - A”; 
Or, on peut écrire : 
(8.19) 
AG=' = sF. A'f' (8.20) 




On peut considérer que les vitesses maximales, qui sont me- 
surées par Jin et par Jgzx, 






J - ZF (Y 






J - ZF. AY/RT 




- 199 - 
(8.24) 
Concrétement, cela se traduit pas une asymétrie entre les 
valeurs données à J 
in 
et à J 
ex 
max max' 
ces valeurs étant toutefois dépen- 
dantes l'une de l'autre par la relation précédente. 
une telle approche a été faite dans les simulations données 
dans la Figure 8.15. On retrouve les courbes expérimentales : 




valeur de J 
max 
étant maintenue à 9 (Figure 8.23, courbe A), 
- pour une inhibition de la pompe-à-protons par le FCCP, 
en lui donnant la valeur 30 (Figure 8.23, courbe B), 
- pour un fonctionnement de l'ATPase, en diminuant la valeur 
de Jex, de 9 à 7 (Figure 8.23, courbe D), 
- en ce qui concerne l'effet de SQ+Mg (5 mM), en lui attri- 
buant une valeur de 25 (Figure 8.23, courbe C) . 
Une telle hypothèse semble vraisemblable même si les valeurs 
données au rapport J in ,Jex 
max max 
ne correspondent pas tout-à-fait aux va- 
riations observées de potentiel transmembranaire. Cependant, en toute 
rigueur, 
ex 
il faudrait considérer la variation de la valeur de Jmax en 
fonction de l'évolution de la différence de potentiel transmembranaire 
au cours de l'incubation. L'approximation en serait meilleure. 
D. BILAN 
En résumé, l'hypothèse d'un antiport RB2-/H', couplé à un 
transport de Mg 2+ (ou tout autre transport) réduisant la charge nette 
transportée à - 1, dans les conditions de concentration et de pH inter- 
ne et externe correspondant aux expériences, permet de reconstituer 
correctement les cinétiques observées. De plus, l'influence du poten- 
tiel membranaire peut se traduire par une modification des constantes 
cinétiques. 
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VIJ - L’EXIGENCE ENERGETIQUE DU TRANSPORT DU CITRATE. 
Deux aspects de cette exigence énergétique du transport du 
citrate sont à envisager : 
- d'une part, l'aspect lié au transport lui-même, il concer- 
ne le fonctionnement du transporteur uniquement, 
- d'autre part, l'aspect lié à l'accumulation, il implique 
tous les processus tendant à déplacer les équilibres. 
On part de l'hypothèse que seule la forme RH2- est perméan- 
te et que le transporteur du citrate fonctionne selon un mécanisme 
antiport RH2-/H+. 
A. L'EXIGENCE LIEE AU TRANSPORT DE LA FORME PERMEANTE. 
L'entrée d'une mole de RH2- se fait à l'équilibre de con- 
centration. En conséquence, on aura : 
RT 1 ['in' 
n-=0 . 
[Cex’ 
Elle se fait contre un gradient électrique variant de - 100 
à - 20 mV. En effet, dans cette estimation, on peut considérer que la 
valeur minimale prise par la différence de potentiel électrique en 
régime stationnaire, lorsque 1'ATPase est fonctionnelle, est égale à 
- 20 mV. 
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L'entrée d'une mole de RH2- correspond à la consommation 
d'une énergie égale à : 
z. F. AY = - 2 x 96,5 x (-0,020) # 4 KJ. mol-l 
Du point de vue électrique, la sortie simultanée d'un proton 
équivaut à une consommation de : 
+ 1 x 96,5 x (+ 0,020) # 2 KJ. mol-l 
Toutefois, la quantité d'énergie récupérée, sous forme osmo- 
tique (selon la nomenclature mitchellienne), est égale à : 




les pH des milieux intra- et extravésiculaires étant respectivement de 
6,5 et de 7,5. 
En conséquence, le mouvement du proton correspond à la libé- 
ration de 4 KJ. mol-l. 
Le bilan énergétique des deux échanges est donc nul comme le 
montre le Tableau suivant : 
Travail dû 
1 
au RH2- i 
1 - 




+ 1 x 96,5 x (+0,020) # 2 KJ. mol-' 





# 6 KJ. mol-l 
Bilan = 0 KJ. mol-l. 
Dans ces conditions, le système de transport de la forme 
RH2- fonctionne donc à l'équilibre. 
Dès lors, il est facile de voir l'importance de la contri- 
bution de la pompe-à-protons dans le transport du citrate en examinant 
différents cas de Figure : 
- Si 1'ATPase ne fonctionne pas, le calcul précédent peut- 
être repris en considérant que la différence de potentiel 
membranaire est de - 100 mV (au lieu de - 20 mV, lorsque 
1'ATPase fonctionne). 
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On conserve la même valeur pour le gradient de pH de manière 
à n'illustrer que l'effet de la contribution électrique de 
l'ATPase, sur le transport du citrate. 
Travail dû 
1 




+ 1 x 96,5 X (+ 0,100) # 9,5 KJ. mol-l 
au proton ) 
RT ln 10 - 6r5 # 6 KJ. mol-l 
10 - 7,5 
Bilan = + 15,s KJ. mol-l 
- Si le gradient transmembranaire de pH devient nul, 
On conserve, pour le potentiel transmembranaire, la valeur 
de-20 mV, caractéristique du fonctionnement de l'ATPase, 
de manière à ne prendre en compte que l'effet de la contri- 
bution osmotique de 1'ATPase. 
Travail dû 
au RH2- - 2 x 96,5 x (-0,020) # 4 KJ. mol-l 
transporté 1 
Travail dû 
) + 1 x 96,5 x (-0,020) # 2 KJ. mol-l 
au proton ) 
RT1 10 
-7,5 
n = 1. -7,5 O* 
Bilan = + 2 KJ. mol-l 
- Si 1'ATPase ne fonctionne pas (le potentiel transmembra- 
naire demeurant à - 100 mV) et si le gradient transmembra- 
naire de pH est nul, 
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Travail dû 
1 
au RH2- ) - 2 x 96,5 x (-0,100) # 19 KJ. mol-l 
transporté 1 
Travail dû 
) + 1 x 96,5 x (+O,lOO) # 9,5KJ. mol-l 
au proton ) 
RT ln 10 - 7,5 
10 
- 7,5 = O 
Bilan = + 9,5 KJ mol-' 
On retrouve l'importance de la dépolarisation de la membrane 
induite par le fonctionnement de 1'ATPase. Le maintien du potentiel 
membranaire à sa valeur initiale (-100 mV) implique une exigence éner- 
2- 
gétique beaucoup plus grande pour le transfert d'une mole de RH . 
B. L'EXIGENCE LIEE A L'ACCUMULATION DU CITRATE. 
Le fait que ce système de transport de la forme RH 2- se pro- 
duise à l'équilibre et que son fonctionnement corresponde à une accu- 
mulation de citrate d'un facteur de l'ordre de 8 à 10 (cf. Tableau 
8.1) s'explique par la redistribution des différentes espèces de ci- 
trate dans les vésicules, qui introduit sous forme non perméantes une 
part importante du citrate transporté. 
Formellement, cette situation peut se représenter en écri- 
vant que le potentiel électrique standard du citrate, pris dans son 
ensemble, est différent dans les milieux extra- et intravésiculaires 
(soit AY" # 0). 
On a vu que la redistribution est essentiellement dûe à la 
présence de magnésium dans le milieu intravésiculaire et surtout à la 
valeur du pH interne (Pig.8.8.). Ceci veut dire que l'énergie d'ac- 
cumulation du citrate total est finalement fournie par la pompe-à- 
protons (comme l'indiquent les différents calculs effectués précédem- 
ment). 
Compte tenu du fait que l'équilibre corresponde à un facteur 
d'accumulation du citrate de l'ordre de 10 (cf. Figure 8.8 ), on peut 
considérer la quantité d'énergie égale à : 
RT ln 10 # 6 KJ. mol-l 
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C. BILAN. 
En résumé, le coût du transport de la forme perméante RH2- 
est de 15,5 KJ. mol-' en absence de tout fonctionnement de la pompe à 
protons. Cette exigence énergétique considérable est la conséquence 
d'un potentiel transmembranaire électrique d'une électronégativité 
élevée (-100 mV). Par contre, lorsque la membrane se dépolarise, 
1'ATPase pompe à protons fonctionnant, elle se réduit à 2 KJ. mol-'. 
Elle peut devenir nulle. 
Pour ce qui concerne l'accumulation, son exigence énergéti- 
que est de 6 KJ. mol-'. La fourniture de cette énergie est également 
assurée (indirectement) par 1'ATPase. 
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VIII - CONCLUSION. 
L'analyse critique des résultats expérimentaux obtenus nous 
amène à penser que le transporteur du citrate fonctionne selon un échan- 
ge couplé entre la forme FCS2- et un proton, avec la possibilité d'un 
flux compensatoire de Mg 2+ ( ou d'un autre ion ) entraînant une dimi- 
nution de son électrogénicité. En complément, nous indiquons que la 
forme perméante RH2- est piégée par le magnésium intra-vésiculaire, le 
déplacement des équilibres au pH du milieu interne allant dans le sens 
d'une accumulation du citrate sous une forme non perméante (résultant 
du complexage de la forme perméante RH2- par le magnésium). 
On peut, tout d'abord, examiner, dans le cadre de cette 
hypothèse, la capacité de rétention de citrate par les vésicules dans 
différentes conditions et se demander, dans quelle mesure, les résultats 
prévus (par les simulations) correspondent aux résultats obtenus. 
Dans un second temps, nous comparerons la situation observée 
au niveau du vacuome du latex d'ffevCU btuhlXeti& avec celles décrites 
pour les différents systèmes membranaires transportant le citrate. 
A. LA CAPACITE D'ACCUMULATION DU CITRATE PAR LES VESICULES VACUOLAIRES. 
La Figure 8.22 décrit la capacité d'accumulation des vési- 
cules vacuolaires observées dans différentes conditions expérimentales. 
Le programme de calcul, utilisé dans le cadre de l'hypothè- 
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se où le transporteur du citrate fonctionne selon un mécanisme antiport 
FcH2-/H+ r donne une estimation de la quantité de citrate qu'un comparti- 
ment vésiculaire est capable d'accumuler. C'est la valeur obtenue lors- 
que l'influx (Jin) devient égal à l'efflux (J ). 
ex 
Différentes situations sont envisagées. Les conditions em- 
ployées dans ce calcul sont celles décrites dans le texte (cf. para- 
graphe 6 de ce Chapitre) : 
- le pH interne est considéré comme constant, 
- le pH externe a la valeur indiquée, correspondant à celle 
rencontrée dans nos manipulations dans les différents cas 
de figures réalisées, 
- le volume vésiculaire est estimé à 10 ~1 x mg-l protéines, 
- les valeurs données à l'influx (Jzx ) et à l'efflux 
(Jex ) sont différentes. 
max 
La valeur choisie pour l'efflux correspond à celle prise 
dans la plupart de nos simulations (9 nmol. x mn-l x mg-' prot.). Mais, 
la valeur employée pour l'influx est définie par la relation : 
(J in ) 
max 
0,0387 x 1Y1 
=e 
(8.25) 
(J ex ) max 
la différence de potentiel transmembranaire étant exprimée en mV. 
Dès lors, la capacité d'accumulation du citrate par les 
vésicules vacuolaires est donnée en nmol. x mg-' prot. 
L'examen du Tableau 8.111 amène les conclusions suivantes : 
- dans les conditions optimales, où le fonctionnement de 
1'ATPase acidifie le milieu interne (pH 6,0) et dépolarise 
la membrane vésiculaire (le AY, passant de -100 à -10 mV), 
la capacité d'accumulation est maximale lorsque le flux 
de citrate est couplé à un flux de Mg2+ et lorsque la 
charge nette transportée est égale à -1 (situation 1). La 
valeur obtenue correspond à la concentration généralement 
observée in vivo (40 mM). 
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- la seule présence de Mg 2+ dans le milieu interne (entral- 
nant la formation de complexes RM imperméants) n'est pas 
suffisante pour expliquer l'accumulation observée de 
citrate (situation 2). 
- la variation de la différence de potentiel membranaire est 
fondamentale (situation 3). Ainsi, si la dépolarisation 
induite par le flux de protons n'a pas lieu, l'accumula- 
tion est pratiquement nulle. 
- l'absence de gradient transmembranaire de pH diminue consi- 
dérablement l'incorporation de citrate (situation 4). Tou- 
tefois, il faut remarquer qu'une alcalinisation du milieu 
interne favorise la formation du complexe imperméant RM. 
D'où une capacité d'accumulation non négligeable malgré 
la dissipation du gradient de pH initial. 
- le contenu interne en Mg 2+ favorise l'accumulation mais 
son effet s'avère moins important que celui du ApH (si- 
tuation 6). 
- l'accumulation est pratiquement nulle lorsque l'antiport 
RH2-/H+ ne fonctionne pas (situation 5). 
Ces conclusions reflètent bien les résultats expérimentaux 
obtenus dans ces conditions. En conséquence, le modèle proposé semble 
plausible. 
La plupart des courbes décrites dans ce mémoire ont pu être 
reconstituées dans les simulations faites à partir de ce modèle. 
Il est évident qu'il convient d'en vérifier le bien-fondé 
sur des vacuoles fraîchement isolées, tout ce travail ayant été effec- 
tué sur des vésicules vacuolaires. A défaut de pouvoir le faire, nous 
espérons vivement que cette vérification soit réalisée dans un temps 
proche. 
B. COMPARAISON AVEC LES DIFFERENTS AUTRES SYSTEMES MEMBRANAIRES 
TRANSPORTANT LE CITRATE. 
1) Le tonoplaste des plantes crassuZac&w.nes. 
On trouve toujours les acides organiques en fortes concen- 
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trations dans le vacuome des végétaux supérieurs. On leur attribue des 
fonctions multiples. L'une d'entre elles serait de maintenir le cyto- 
plasme à un pH constant (F.A. SMITH et J.A. HAVEN, 1976). 
Mais, les seules études faites sur leur transport au niveau 
du tonoplaste sont réalisées chez les plantes crassulacéennes. Ce sont 
des plantes particulières en ce sens qu'elles accumulent le malate 
pendant la nuit et qu'elles le métabolisent le jour. D'où les études 
nombreuses dont elles font l'objet. 
Dans une revue récente, U. LUTTGE (1980) pose les différents 
problèmes relatifs au transport du malate au niveau du tonoplaste. Plus 
particulièrement, cet auteur s'intéresse au couplage du flux actif de 
malate avec le fonctionnement d'une activité ATPase tonoplastique. 
Comme il le souligne, on ne peut concevoir le transport du 
malate sous une forme non dissociée. En effet, à pH 7,5, le malate est 
sous la forme deux fois dissociée. Il existe donc un transporteur tono- 
plastique. 
Quelles que soient les conditions expérimentales employées, 
en présence ou non de cations lipophiles, qui s'avèrent modifier uni- 
quement la partie active du flux de malate, la stoichiométrie H+/ 
malate reste toujours égale à 2. En conséquence, le couplage entre le 
flux de protons et celui de malate est donc strict. De plus, comme le 
malate est sous une forme deux fois dissociée, au pH du cytoplasme, 
on doit en conclure que le mécanisme du transport de cet acide organi- 
que au niveau du tonoplaste correspond à une pompe-à-protons entraînant 
le flux de malate (U. LUTTGE et E. BALL, 1979 et 1980). Selon ces au- 
teurs, ces deux systèmes ne seraient pas indépendants l'un de l'autre. 
Ces résultats sont particulièrement intéressant et ils rap- 
pellent dans une certaine mesure ce que nous décrivons pour le citrate. 
La pompe-à-protons entraîne le transporteur du citrate au niveau de la 
membrane vacuolaire du latex d'ffevea bhtid?.ikdb. Mais, les deux sys- 
tèmes sont indépendants l'un de l'autre : 1'ATPase assure un influx 
de protons alors que le transporteur du citrate échange une molécule de 
citrate contre un proton (correspondant à un efflux). 
2) les membranes mitochon&iaZes. 
Beaucoup de revues sont consacrées aux différents aspects 
du transport des anions au niveau des mitochondries (J-B. CHAPPELL, 
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1968 ; J.B. CHAPPELL et R.H. ROBINSON, 1968 ; A.J. MEIJER et K. VAN 
DAM, 1974). Il en découle que la plupart des acides carboxyliques, 
excepté l'acide acétique, nécessite un transporteur, qui assure le 
transfert d'une forme ionisée. En effet, au pH du cytoplasme, le pK 
a 
étant très faible, la concentration de la forme non ionisée est très 
faible (10 -6 à 10 
-5 
M). 
Les travaux de F. PALMIER1 et E. QUAGLIARIELLO (1969) ont 
développé les idées de P. MITCHELL (1966 et 1968). Ces auteurs ont dé- 
montré qu'une force motrice protonique était développé au niveau des 
membranes mitochondriales. Sa composante osmotique (ApH) tend à alca- 
liniser le milieu interne. 
On doit remarquer que, chez les végétaux, les mitochondries 
sont moins énergisées. Les valeurs trouvées pour le AY et pour le ApH 
sont plus faibles (D.W. JUNG et G.G. LATIES, 1979). Ce n'est pas la 
seule différence. Leur contenu endogène en substrats échangeables est 
plus réduit. 
Toutefois, c'est la composante osmotique (ApH) qui permet 
au anions (An-) de s'accumuler par échange avec n OH-. Un processus 
par symport (An- accompagné par n H+) est également possible 
(P. MITCHELL, 1968). 
Dès lors, on s'attend à avoir la relation : 
A 
n- 
in (H+I n ex -= 
A 
n- 
ex (H+I n in 
(8.26) 
Cette relation est vérifiée dans la plupart des cas décrits 
dans la littérature, pour des mitochondries, en absence de respiration 
(F. PALMIER1 et al., 1979 ; F. PALMIERI et E. QUAGLIARIELLO, 1969 ; 
S. PAPA et al., 1971). 
On comprend dès lors par quel mécanisme le A~H existant au 
niveau de la membrane mitochondriale contrôle la distribution de l'aci- 
de citrique, et plus généralement celle de la plupart des métabolites. 
Par ailleurs, leur transport correspond à un échange électri- 
quement compensé (cf. K.F. LA NOUE et A.C. SCHOOLWERTH, 1979). Pour sa 
part, le citrate est échangé avec un malate (B-H. ROBINSON, 1973). Or, 
ce mouvement, correspondant au transfert net d'une charge, ne développe 
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pas un potentiel transmembranaire négatif. En conséquence, l'incorpora- 
tion de citrate s'accompagne d'un flux compensatoire d'une charge posi- 
tive. Il correspond à un flux de protons. Les mesures des mouvements 
de H' accompagnant l'accumulation du citrate donnent une stoichiométrie 
H+/citrate égale à l'unité (S. PAPA et al., 1971). 
C'est une différence fondamentale avec le transport du citra- 
te observé au niveau de la membrane vacuolaire. 
3) Les membranes bact&iennes. 
Dans sa revue consacrée aux transports de solutés couplés 
aux protons chez les micro-organismes, A.A. EDDY (1978) évoque le 
transport du citrate ches les différentes bactéries. 
L'accumulation du citrate est observée chez Azo;tubaekti 
vin&nti (P-W. POSTMA et K. VAN DAM, 1971), chez AehabucxW CLChOgQn~ 
(R.G. EAGON et L.S. WILKERSON, 1972), chez &%-A SubLLLtA (K. 
WILLECKE et al., 1973 ; P. OEHR et K. WILLECKE, 1974), chez PhVkQud 
mduxbiLih ou vdgu4.h (K. IMAI, 1977 et 1978) ou encore chez .%LhVn&U 
kqptinti (K. IMAI et al., 1973 ; N.W. KAY et M. CAMERON, 1978 ; 
G.D. SWEET et al., 1979 ; D.M. ASHTON et al., 1980). 
Ce transport implique de l'énergie : les vésicules formées 
à partir de membranes de K.&b~~Qee~ aehagcxc% n'incorporent du citrate 
que dans la mesure où elles peuvent oxyder du D-lactate (C.L. JOHNSON 
et al., 1975). 
L'inhibition du transport du citrate chez sC&Or&&i kyp&- 
muhiut?'l par les protonophores (FCCP,. ..) et par les inhibiteurs de 
1'ATPase membranaire (CCCP, DCCD,...) suggèrerait la participation d'une 
pompe-à-protons dans ce processus (N.W. KAY et M. CAMERON, 1978). Or, 
il n'en est rien. Des souches mutantes sans ATPase peuvent incorporer 
le citrate. En conséquence, l'hydrolyse de 1'ATP n'est le facteur pri- 
mordial. Il s'agirait davantage du gradient électrochimique de protons 
que 1'ATPase est susceptible de mettre en place. 
De plus, l'influence des ionophores, comme la valinomycine 
et la gramicidine pose le problème de l'intervention des ions dans ce 
transport. Il serait dépendant du potassium (et du sodium) chez 
Aembuc-tm auugenu (R-G. EAGON et L.S. WILKERSON, 1972 ; L.S. 
WILKERSON et R.G. EAGON, 1972 ; R.G. EAGON et M.A. ASHBELL, 1966). 
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L'ion Na 
+ 
semble plus spécifique; chez K&b&ieRea ac?hagenti (C.L. 
JOHNSON et al., 1975). 
Par ailleurs, l'intervention du magnésium est décrite chez 
&&&?&5 aubZL43 (K. WILLECKH et al., 1973 ; P.OEHR et K. WILLECKE, 
1974) mais aussi chez sC&IUVXk& ~ypkimf&kBl (K. IMAI et al., 1973) 
et chez PkoXm mAtrabLL& (K. IMAI, 1978). Toutefois, il faut remarquer 
que le travail de l'équipe de K. IMAI a mis en évidence plusieurs sys- 
tèmes de transporteurs du citrate, et plus généralement des acides tri- 
carboxyliques (au plus 31, l'un d'entre eux étant activable par le 
magnésium. 
Les travaux de K. WILLECKE et al. (1973) effectués chez 
&%ck&?u~ auba%.U débouchent sur des résultats intéressants. L'incor- 
poration de citrate est stimulée par un facteur de 10 par le magnésium. 
Des quantité stoichiométriques de citrate et de magnésium sont absorbées, 
avec des constantes cinétiques comparables. Ces auteurs en déduisent que 
le citrate et le magnésium formeraient un complexe, qui serait le véri- 
table substrat du transporteur. L'électroneutralité sera réalisée par 
le développement d'un flux (de charge) compensatoire de K' voire de 
protons. Mais, le mécanisme par lequel la charge négative, portée par 
le complexe citrate-Mg 2+ , est neutralisée (dans la mesure où elle l'est), 
n'est pas connu. 
La situation n'est pas simple. Dans certains cas, la protéi- 
ne fixant le citrate (assimulée au transporteur), la proteine C, a été 
isolée de~%&l0n& &&JkimU.&&lm (G.D. SWEET et al., 1979). Une étude 
de fixation de ligands, selon la méthode de G. SCATCHARD (1949), indi- 
que que le Mg 2+ inhibe et ne favorise pas la fixation du citrate. 
Par ailleurs, H.G. LAWFORD et G.R. WILLIAMS (1971 et 1972) 
montrent que le transport du citrate se ferait, du moins chez PnQudU- 
mullAA &%?uunenceti, selon le modèle évoqué par E.J. HARRIS et J-R. 
MANGER (1968) pour les mitochondries. Il est nécessaire de remarquer 
que la sensibilité de ce transporteur aux inhibiteurs mitochondriaux 
(en particulier, le 2-éthyl-citrate et le benzène-1,2,3-tricarboxylate) 
n'est pas la même. De plus, ces auteurs n'observent pas cet antiport 
malate/citrate typique du fonctionnement du transporteur mitochondrial 
(cf. K. LA NOUE et A.C. SCHOOLWERTH, 1979). 
En conséquence, plusieurs transporteurs de l'acide citrique 
semblent exister au niveau des membranes bactériennes. Mais, à notre 
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connaissance, aucune étude n'a été faite sur leur fonctionnement. Tout 
reste à faire. 
c. BILAN. 
Le modèle décrit pour le transport du citrate au niveau du 
tonoplaste est sensiblement différent de celui décrit pour les mito- 
chondries. 
il s'agit d'un antiport RH2-/H 
+ 
Dans un cas, électrogène 
alors que, dans l'autre, il correspond à un échange RH2-/malate élec- 
triquement compensé. 
L'étude du transporteur du citrate vacuolaire par lui- 
même n'a pas été complètement faite. Une étude comparative avec le 
transporteur mitochondrial pourrait être envisagée, pour établir les 
analogies et les différences existantes en étudiant sa spécificité 
vis-à-vis de différents substrats(autres que le citrate), l'action 
d'inhibiteurs spécifiques autres que ceux qui modifient l'activité 
ATPase,... Ainsi, différents inhibiteurs du transporteur du citrate 
mitochondrial sont connus : 1,2,3-propane-tricarboxylate (F. PALMIER1 
et al., 1972) ; 1,2,3-benzène-tricarboxylate (F. PALMIER1 et al., 1972); 
2-éthyl-citrate (R.H. ROBINSON, 1970);... Ils pourraient êtres testés 
sur les vésicules vacuolaires. C'est tout un ensemble d'etudes qu'il 
conviendrait d'effectuer. 
Il faut toutefois remarquer que les recherches sur le vacuo- 
me végétal sont récentes, contrairement à celles effectuées sur le com- 
partiment mitochondrial. Les vacuoles du latex d'ff&VU btta.hlhtih 
constituent, à notre connaissance, le seul matériel où est démontré 
que 1'ATPase membranaire fonctionne comme une pompe-à-protons électro- 
génique et qu'elle fournit l'énergie nécessaire au fonctionnement du 
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Au terme de cette étude, qui s'inscrit parfaitement dans le 
cadre des recherches actuelles sur le vacuome végétal (cf. P. MATILE, 
1978, et W. LIN et al., 1980), il nous semble nécessaire de rappeller 
les principaux faits que nous pouvons dégager des résultats obtenus 
avec les vésicules formées à partir des membranes vacuolaires lyophili- 
sees isolées du latex d'/iev&% bhckLiliem&. 
Ce rappel concerne plus particulièrement les relations entre 
l'absorption du citrate, son accumulation et l'état énergétique des vé- 
sicules vacuolaires. 
Nous insisterons sur les interprétations possibles que sug- 
gèrent ces résultats et sur les perspectives de recherche qui en décou- 
lent. 
- la formation de vésicules aptes à incorporer le citrate 
et à hydrolyser 1'ATP. 
Le latex d'ffeV&% bhaid%wA& constitue un matériel excep- 
tionnel pour isoler de façon simple de grandes quantités de vacuoles 
intactes (cf. S. PUJARNISCLE, 1971, et J. D'AUZAC et al, 1977 a et b). 
Deux centrifugations différentielles sont suffisantes. On peut effectuer 
une centrifugation sur gradient de saccharose ou de dextrane pour par- 
faire la purification. Dans la plupart des cas, on peut s'en dispenser. 
Une telle simplicité dans la préparation contraste avec les méthodes 
souvent sophistiquées pour obtenir ces organites à partir des végétaux 
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supérieurs (cf. A. ADMON et al., 1980, a et b ; D.P. BRISKIN et R.T. 
LEONARD, 1980 ; H. CANUT, 1980 ; R. SCHMIDT et R.J. POOLE, 1980 ; 
R. KRINGSTAD et al., 1980). 
La lyophilisation des fractions purifiées de vacuoles ainsi 
obtenues et exemptes de toute contamination ne modifie pas leurs pro- 
priétés natives. Elles conservent la plupart des activités constatées 
in vivo, plus particulièrement leur capacité d'incorporer le citrate 
(cf. J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974) et celle d'hydrolyser 1'ATP (cf. 
J. D'AUZAC, 1975 et 1977). Dès lors, on a pu les étudier en essayant 
de dégager leurs relations éventuelles. En effet, maintes fois, il a 
été suggéré que l'activité ATPase vacuolaire entraînait le transport 
du citrate (cf. J. D'AUZAC et al., 1977 a, B. MARIN, 1979 a et b, ou 
B. MARIN, A.J.C. SMITH et U. LUTTGE, 1981, par exemple). 
On conçoit tout l'intérêt que suscite la formation de vési- 
cules vacuolaires fonctionnelles dans ce type d'études, comme le sug- 
gère J.E. LEVER (1980). 
- l'incorporation de citrate par les vésicules vacuolaires. 
Dans ce travail, nous démontrons que l'incorporation de ci- 
trate s'effectue contre un gradient transmembranaire de concentration, 
en absence de toute source métabolique. Elle suit une cinétique souvent 
linéaire pendant au moins 30 mn. Mais, elle est plus fréquemment hyper- 
bolique. 
Par ailleurs, on obtient une cinétique michaelienne en fonc- 
tion de la concentration en citrate du milieu extérieur. Elle dépend 
à la fois de la température et du pH. 
Toutes ces propriétés sont comparables à celles observées 
sur les vacuoles in vivo (cf. J. D'AUZAC et C. LIORET, 1974). 
Nous remarquons que l'incorporation du citrate par les vé- 
sicules vacuolaires est importante à un pH externe où les formes deux 
et trois fois dissociées (respectivement RH2- et R3-) sont les plus 
représentées. Nous supposons que la forme transportée est RH2-. 
C'est l'hypothèse de travail que nous avons retenue. 
La cinétique d'incorporation hyperbolique (souvent obtenue) 
peut s'expliquer de plusieurs fagons selon que l'on admet l'existence 
d'un ou de deux transporteurs membranaires. 
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Parmi les différentes hypothèses qu'il est possible de formuler, l'une 
d'entre elles est particulièrement séduisante. Elle suggère l'existence 
de deux pools cinétiques de citrate, présents dans ce compartiment vési- 
culaire : l'un, de taille réduite, représenté par la forme perméante, 
l'autre, de taille plus importante (il contiendrait l'essentiel du 
citrate vésiculaire), correspondant à la forme non perméante (pouvant 
s'identifier au complexe se formant entre la forme R3- et le magnésium). 
Les simulations la rendent très probable. 
Par ailleurs, cette incorporation de citrate s'accroit en 
présence d'ATP-Mg 2+ , le substrat de 1'ATPase vacuolaire (J. D'AUZAC, 
1975 et 1977). Elle se trouve considérablement diminuée en présence, 
soit de découplants (2,4-dinitro-phénol), soit de protonophores (FCCP, 
S-13), soit d'inhibiteurs de l'activité ATPase (DCCD). Mais, elle se 
trouve aussi modifiée par l'addition de toute molécule lipophile 
(TPP+ à forte concentration) ou de tout ionophore (valinomycine en 
présence de KCl) connus pour diminuer le potentiel membranaire pré- 
éxistant. Elle semble dépendante aussi du potentiel membranaire. En 
conséquence, la force motrice protonique interviendrait dans ce proces- 
sus (B. MARIN, A.J.C. SMITH et U. LUTTGE, 1981). 
Tous ces résultats indiquent que l'incorporation de citrate 
par les vésicules vacuolaires équivaut à un transport actif [selon les 
critères eXpOSéS par P.S. NOBEL (1974) ou par U. LUTTGE et N. HIGIN- 
BOTHAM (1979)]_ Contrairement à ce que peuvent affirmer D.P. BRISKIN 
et R.T. LEONARD (1980), concernant le mouvement des solutés au niveau 
du tonoplaste, le transport du citrate ne peut être assimilé à une 
diffusion facilitée. 
- le fonctionnement antiport du transporteur du citrate. 
Nous avons toutes raisons de penser que la force motrice 
protonique intervient dans ce processus (B. MARIN et al, 1980 ; B. 
MARIN, A.J.C. SMITH et U. LUTTGE, 1981). 
Toutefois, au niveau du plasmalemme ou des membranes bacté- 
riennes, où elle est importante (cf. C-W. SLAYMAN et C.L. SLAYMAN, 1975; 
S. RAMOS et al., 1976 ou, F.M. HAROLD, 1977 a et b), elle entraîne 
la plupart des systèmes de transport des solutés par symport (cf. 
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D.A. BAKER, 1978 ; E. KOMOR et W. TANNER, 1979, ou A.A. EDDY, 1978). 
Or, au niveau du tonoplaste, à en croire les mesures de 
A~H et de AY obtenues, la force motrice protonique est plus réduite. 
Il ne peut dès lors s'agir que d'un antiport comme le suggèrent M. GUY 
et al. (1979 et 1980). 
Cette hypothèse est renforcée par le fait que le transport 
du citrate s'accompagne d'une alcalinisation du milieu interne et 
d'une acidification du milieu externe lorsque la pompe-à-protons ne 
fonctionne pas (ou peu). 
Aucun élément de référence existe dans la littérature excep- 
té les travaux effectués sur les plantes crassulacéennes (cf. U. LUTTGE, 
1980) . Le transport de l'acide malique au niveau du tonoplaste s'effec- 
tuerait selon un mécanisme symport (U. LUTTGE et E. BALL, 1979 et 1980). 
En effet, le transport du citrate a été étudié essentielle- 
ment chez les bactéries (cf. K. WILLECKE et al., 1973, ou P. OEHR et 
K. WILLECKE, 1974) et au niveau des membranes mitochondriales (cf. 
A. SCARPA, 1979, ou K.F. LA NOUE et A.C. SCHOOLWERTH, 1979). Il est 
alors généralement admis que ce transport correspond à un échange élec- 
triquement compensé couplé entre, d'une part, une molécule de citrate 
et, d'autre part, une molécule d'acide malique et un proton (cf. S. 
PAPA et al., 1970 ; S. PAPA et al., 1971 ; F. PALMIER1 et al., 1977, 
ou B.H. ROBINSON, 1973). C'est moins évident chez les bactéries (cf. 
H.G. LAWFORD et G.R. WILLIAMS, 1971 et 1972). 
Par conséquent, l'hypothèse que nous formulons est originale. 
Nombreuses sont les tentatives actuelles pour intégrer les différents 
transports de solutés dans la théorie chemiosmotique de P. MITCHELL 
(1961, 1966, 1968, 1970, 1972, 1973 a et b, 1974, 1976, et 1979) com- 
me l'indiquent les revues de F.M. HAROLD (1977 a et b) ou d'A.A. EDDY 
(1978). Pour notre part, les résultats obtenus ne nous permettent pas 
de décrire le transport du citrate selon l'élégant schéma que propose 
cet auteur : un mécanisme symport avec HT. Mais, nous pensons qu'il 
s'agit là d'une simplification extrême et qu'en réalité, le fonction- 
nement de tous ces transporteurs est plus complexe (cf. J-A. RAVEN et 
F.A. SMITH, 1980). 
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- le fonctionnement de 1'ATPase selon une pompe-à-protons. 
Comme nous l'avons indiqué, les travaux concernant les ac- 
tivités vacuolaires sont rares et ambigües (D.P. BRISKIN et R.T. LEO- 
NARD, 1980 ; 1-J. METTLER et R.T. LEONARD, 1979) excepté ceux de 
R.A. LEIGH et R.R. WALKER (1980) ou d'A. ADMON et al. (1980 b). La 
méthode introduite par J. D'AUZAC (1975 et 1977), consistant à inhiber 
l'activité phosphatase acide vacuolaire par le molybdate d'ammonium, 
s'est généralisée et a permis de progresser très rapidement. 
Nous avons démontré pour les vacuoles, conservées dans la 
glace (B. MARIN et al., 1981 a), et pour les vésicules vacuolaires, 
que toute addition d'ATP-Mg2 
+ 
pour le milieu externe s'accompagne si- 
multanément d'une dépolarisation de la membrane vésiculaire et d'une 
acidification du milieu interne. 
Par ailleurs, l'effet du pH du milieu externe sur l'amplitu- 
de de ces deux phénomènes est comparable à celui observé sur 1'ATPase 
insensible au molybdate dans le milieu utilisé (B. MARIN et al., 1981 
a) - 
Cette dépolarisation et cette acidification sont spécifiques 
du fonctionnement de 1'ATPase vacuolaire car elles sont simultanément 
modifiées par les inhibiteurs de cette activité. 
En conséquence, cette pompe électrogène (correspondant à une 
+ 
dépolarisation membranaire), induite par l'ATP-Mg2 , semble correspon- 
dre à 1'ATPase vacuolaire membranaire. En effet, en reprenant les con- 
clusions de N.A. WALKER et F.A. SMITH (1977) et celles plus récentes de 
R.M. SPANSWICK (D.W. KEIFER et R.M. SPANSWICK, 1978 et 1979 ; R.M. 
SPANSWICK, 1980) sur 1'ATPase plasmalemmique, on doit en conclure que 
1'ATPase vacuolaire est une pompe à protons. Cette hypothèse avait été 
maintes fois suggérée (S. DOLL et al., 1979 ; R.A. LEIGH et R.R. 
WALKER, 1980 ; u. LUTTGE et E. BALL, 1979 ; J. RAVEN et F.A. SMITH, 
1977, 1979 et 1980 ; W. LIN et al., 1977). Mais, à notre connaissance 
elle n'avait jamais été démontrée (G.J. WAGNER, communication person- 
nelle). 
Le travail d'H. CRETIN, mené de façon indépendante du nôtre 
et utilisant une technique différente, effectué sur les vacuoles du 
latex d'ffeVe.& bhGLil~~ti&, aboutit aux mêmes conclusions (H. CRETIN, 
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1981 a et b). 
Nous devons insister sur le fait que tous ces résultats s'a- 
vèrent contradictoires à ceux publiés par l'équipe de R.T. LEONARD 
(1-J. METTLER et R.T. LEONARD, 1979 ; D.P. BRISKIN et R.T. LEONARD, 
1980) . En effet, ces auteurs nient l'existence d'une activité ATPase 
vacuolaire fonctionnant comme une pompe-à-protons. Selon eux, l'hydro- 
lyse de 1'ATP serait dûe à une phosphatase acide aspécifique. Mais, on 
doit remarquer qu'ils n'ont pas cherché à l'inhiber. En conséquence, 
leurs conclusions relatives à l'énergisation des transports des solutés 
au niveau du tonoplaste ne sont guère démonstratives. 
- l'importance de l'activité ATPase dans l'incorporation du 
citrate. 
C'est le fonctionnement de 1'ATPase en tant que pompe-à- 
protons qui favorise le transport du citrate en dépolarisant la membra- 
ne et en apportant l'énergie nécessaire pour lui permettre de s'effec- 
tuer contre un gradient transmembranaire de concentration. 
Le transport du citrate est électrogène en soi : il hyperpo- 
larise la membrane. Mais, l'existence d'un potentiel transmembranaire 
négatif important en limite l'amplitude. On comprend dès lors pourquoi 
ce transport sera d'autant plus grand que la membrane est plus dépola- 
risée, cette dépolarisation étant consécutive au fonctionnement de 
1'ATPase. Une modification progressive des constantes cinétiques in- 
duite par la polarisation membranaire s'avère une hypothèse plausible 
susceptible de rendre compte des résultats obtenus. 
Par ailleurs, on comprend dès lors le parallèlisme qui exis- 
te entre le fonctionnement de 1'ATPase et le transport du citrate. 
Toute inhibition de 1'ATPase a pour effet de diminuer l'incorporation 
de citrate. Toutefois, les deux processus sont indépendants l'un de 
l'autre, les vésicules pouvant absorber du citrate en absence d'ATP. 
Le couplage ne semble donc pas aussi étroit que celui décrit pour le 
transport du malate chez Kul!unchue dtighmun&i.ana (U. LUTTGE et E. 
BALL, 1980). 
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- l'importance de l'intervention du magnésium dans l'incor- 
poration du citrate et son accumulation. 
Malgré le peu de données expérimentales dont nous disposons, 
le Mg 2+ étant un ion difficile à analyser cinétiquement dans les condi- 
tions employées (cf. A. SCARPA, 19791, nous en sommes arrivés à consi- 
dérer son intervention au moins à deux niveaux : 
- au niveau de l'incorporation, en évoquant la possibilité 
d'un flux compensatoire (de façon a atténuer l'électrogé- 
nicité du transport, la charge nette transportée passant 
alors de - 3 à -1). 
- au niveau de l'accumulation, par déplacement des équilibres 
dans le sens de l'accumulation d'une forme non perméante 
(très probablement le complexe formé entre R3- et Mg2+). 
Cette interprétation (résultant de simulations) est compa- 
tible avec le fonctionnement du transporteur selon un mécanisme antiport 
et avec l'existence de deux pools cinétiques de citrate, l'un correspon- 
dant à la forme perméante RH~-, l'autre à la forme RM. 
Le mécanisme de couplage existant entre le flux de RH2- et 
le flux de magnésium ne nous est pas connu. Toutefois, les simulations 
indiquent que la forme transportée ne saurait être le complexe formé 
entre le citrate et le magnésium comme le suggère K. WILLECKE et al., 
(1973) chez B~LGX& AubfLfLih. 
Par ailleurs, la présence de magnésium dans le milieu intra- 
vésiculaire est essentielle. Elle entraîne une diminution du potentiel 
électrochimique de la forme perméante dans le vacuome. En effet, par le 
jeu des équilibres et leur déplacement dans le sens d'une accumulation 
de la forme RM, l'essentiel de la forme perméante RH~- se trouve piégé 
par le magnésium. Il en résulte un abaissement de la concentration in- 
terne de la forme perméante. 
La différence de potentiel électrochimique réelle de cette 
forme est plus faible que celle estimée généralement. L'exigence éner- 
gétique impliquée dans un tel déplacement (contre un gradient de concen- 
tration amoindri) s'en trouve réduit d'autant. 
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L'ensemble de ces résultats débouche sur une hypothese de 
travail séduisante : le fonctionnement du transporteur du citrate 
selon un mécanisme antiport, associé à la formation, dans le milieu 
interne, d'une forme non perméante (avec le magnésium), un flux de 
magnésium (ou d'un autre ion) pouvant compenser partiellement l'élec- 
trogénicité du transport. 
Ce travail a été effectué sur des vésicules formées à partir 
de membranes vacuolaires lyophilisées ayant conservé une partie de 
leurs propriétés initiales. En conséquence, il conviendra de vérifier 
le bien-fondé de cette hypothèse sur les vacuoles fraîchement isolées. 
On se heurtera au problème de la contribution de l'effet 
Donnan dans la distribution transmembranaire des protons et des ions 
pennéants (cf. les travaux de l'équipe de J.M. TAGER, en particulier 
ceux de D.J. REIJNGOUD (1978) et de M. HOLLEMANS (19811, qui s'opposent 
à ceux de D. SCHNEIDER (1979 a et b), sur les lysosomes isolés du foie 
de rat). Les difficultés qui en résultent sont à l'origine des querel- 
les concernant l'existence et le fonctionnement d'une ATPase membranai- 
re lysosomale (D-L. SCHNEIDER, 1979 a et b ; D.L. SCHNEIDER et E. COR- 
NELL, 1978 ; R. HENNING, 1975 ; M. HOLLEMANS et al., 1979 ; M. HOLLEMANS 
et al., 1980). 
La poursuite de ce travail devrait naturellement correspon- 
dre, d'une part, à la confirmation du rôle joué par le magnésium dans 
ce mécanisme de transport et d'accumulation, et, d'autre part, à l'iso- 
lement des différents systèmes intervenant dans l'incorporation du ci- 
trate, le transporteur et la pompe-à-protons qui l'entraîne. 
Nous pensons qu'il faut isoler le transporteur du citrate 
malgré toutes les difficultés qu'un tel travail implique. 
L'isolement du transporteur du citrate a été effectué chez 
%&t?l0Vl&U @$&'ltit?l (G-D. SWEET et al., 1979) et au niveau des mem- 
branes mitochondriales (cf. F. PALMIER1 et al., 1978). Dès lors, ses 
propriétés pourraient être mieux définies par rapport aux différents 
systèmes connus (cf. F. PALMIER1 et al., 1969, 1970, 1972, 1977 et 1978, 
ou s. PAPA et al., 1970 et 1971) dans la mesure où il a conservé son 
état natif. L'étude devrait être alors reprise selon la méthode décri- 
te par A. LAGARDE sur le transport du 3-deoxy-2-oxo-D-gluconate 
(A. LAGARDE, 1976 et 1977 ; A. LAGARDE et B.A. HADDOCK, 1977 ; A. 
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LAGARUE, J.M. POUYSSEGUR et F.R. STOEBER, 1973 ; A. LAGARDE et 
F.R. STOEBER, 1974, 1975 et 1977). 
Par ailleurs, l'isolement de 1'ATPase vacuolaire permettrait 
de mieux connaître le fonctionnement de cette pompe-à-protons et d'en 
dégager ses particularités par rapport aux autres. 
L'idéal serait alors de pouvoir greffer ces deux systèmes 
sur des structures liposomales et reconstituer le fonctionnement du 
transporteur du citrate, entraîné par 1'ATPase pompe-à-protons. 
Il nous paraît intéressant, pour une meilleure compréhension 
du système de transport du citrate au niveau du tonoplaste, de nous 
orienter vers une telle approche biochimique. Elle nous permettra de 
mieux définir les mécanismes moléculaires de ce transport. Ce n'est 
qu'alors qu'il nous sera possible d'aborder les problèmes liés à sa 
régulation, somme le suggère R.M. SPANSWICK (1980). 
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PARTIE 1 
ANNEXE1 
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ANNEXE 1: ---_----- 
CALCUL DE LA DISTRIBUTION DU CITRATE 
EN SES DIFFERENTES FORME5 
EN FONCTION DU pH 
ET DE LA CONCENTRATION EN Mg 2' 
L'acide citrique 
-2, et -3 que nous noterons 
chélatent le magnésium. Les 
RHM et RM. 
DU MILIEU 
se dissocie en 4 formes de valence 0,-l, 
RH3, RH2r RH et R. Les formes RM et R 
complexes qui en résultent s'écriront 


























représente la concentration totale en citrate ; M T, la concentra- 
tion totale en Mg 2+ et M, la concentration de Mg 2+ libre. 
Selon la valeur du pH, la concentration de chaque forme 
pourra être calculée à partir soit de R, soit de RH, soit de RH2, soit 
de RH3. Mais, pour la gamme de pH employée, seuls les calculs de distri- 
bution à partir de R et de RH sont développés. 
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A) CALCUL DEVELOPPE A PARTIR DE LA FORME RH. 
D'après (11, 
m2- H = K1. RH3 
+- RH3 = FE+. g 
Kl 
D'après (21, 
RH-H = K2. RH2 
+RH2 = RH. H 
x, 
D'après (31, 
R.H = K3. RH 
+R =K3 yJ 
H 
D'après (41, 
RH.M = K4. RHM 
-+RHM = RH. g 
K4 
D'après (51, 
R.M = Kg. RM 
+RM=R.M 
K5 
D'après (9), (8) s'écrit : 
2 
RH 3=P.H.H.H =RH. H 







D'après (lo), (12) S’écrit : 
RM=R.M=K3 
K5 




RM = -. M. RH. 
Kg. H 








=M l+RH + K3.RH 
' g K,.H' 
M =M l+RH('+ K3 
T I: K4 Kg-H)] 
M = 
%-- 1 + RH (i4+ K5sH) 
On pose : 
1 E.L- 
A1 = z4 + K5.H 
1 10 PH-PK3 Al=- + _--- 
K4 K5 





1 + RH. Al 














=RH. c---- +H+1+ %L 
KlK2 K2 H 
+AL. ( 1 f ;.Ru)I 
On pose : 






Ao = 10~K~ + PK2 - 2PH + 10pK2 - pH ,- 1 + 10PH - PK3 
(20) 
(18) devient avec (19) 
R 
T 
= RH. [Ao f Al ( 1 ,-4,.,, ' 
m. [AO+A1. 1 
MT 
-FR l.RH 1 = RT 
RH. Ao (1+ RH. Al) + RH. Al. MT = RT (1 + RH. Al). 
Par commodité, on remplace RH par X. 
x. Ao (1-k x.Al) + x. Al. MT = RT (1 + x. Al) 
x. Ao + x2.Al.Ao + x. Al. MT - RT - x. RT. Al = 0 
x2 (Al. Ao) + x (Ao + Al. MT - Al. RT) - RT = 0 
Ao + Al R 
x2+x. [- 





On a nécessairement : 
- Ao ' 0, 
-A '0, 
1 
- RT ' '- 










Donc, les deux racines de cette équation du second degré 
sont de signe opposé. Il faut la racine positive. 
On remarque que : 
Ao + Al (MT - RT) ‘1 
=-+ 
MT _ RT 
Ao. Al 
A1 Ao 
(22) peut s'écrire à l'aide de (23) : 
R 
x2 + x I: -L 
Al 
& 'MT - RT)1 - ?--- = 0 
Ao.A 
1 
avec comme racine : 
- (i + Ao 
%Y - RT) 
1 
(23) 
‘M - R 




On peut poser : 
x++ % - T 
1 Ao 
Avec (26), (25) s'écrit : 







11 sera dès lors possible de calculer la concentration de 
chaque forme de citrate en reprenant les équations (13) pour RH 3' (9) 
pour m2, (10) pour R, (11) pour RHM et (14) pour RM. 
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B) CALCUL DEVELOPPE A PARTIR DES AUTRES FORMES. 
Pour les calculs développés à partir des autres formes 
(R, RH2 ou m3), le raisonnement est identique. Par permutation circu- 
laire, il est possible de retrouver les expressions de Ao et de A1 per- 
mettant le calcul des concentrations de R, de RH, de RH , de RH 
2 
3, de 
RHM et de P.M. 
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Formule de calcul 
à employer 
Ao 10 pH - pK2 - pK3 + 1. PH - pK2 + 1 + &Y- PH 
A1 1p - PK2 10 209 - pK2 - pK3 + 
K4 KS \ 
\ 
R x. 102pH - pK2- pK3 
RH x* 10 PH - PK2 
RH2 X 




1 + x. Al 
RHM 
M 
x. - . 10PH - pK2 
K4 
RM x. 10ZPH - pK2 - pK3 
K5 
.M 
CALCUL DE LA DISTRIBUTION DES 
DIFFERENTES FORMES DE CITRATE A PARTIR 
DE RH; 
(Valable pour pH 4 5,O) 
- 284 - 
Formule de calcul 
à employer 
Ao lopH - pK3 + 1 + 10~K2 - PH + 10~K1 + PK2- 2PH 
Al I+ 
10~B - PK3 
K4 K5 
R x* 10 PH - PK3 
RH X 
RH2 x. 10PK2 - PH 
RH3 
x. 10~K1 + PIC~ - ~PH 
M M 
T 
1 + x. Al 
RHM X. M 
XLt 
RM x. 10PH - PK3 
KS 
M 
CALCUL DE LA DISTRIBUTION DES 
DIFFEREXTES FORMES DE CITRATE A PARTIR 
DE RH2- 
(Valable pour 4,0<pH<6,5) 
-285 - 
L 




1 + 1opK3-~H+ 10~K2+ pK3- 2PH + 10pK1+pK2+pK3 - 3pH 





RH x. 1OPK3 - PH 
RH2 
x. 10~K2+ pK3 - ~PH 
RH3 
x. 10~K1 + PK~ + pK3 - 3 PH 
M M 
T 
1 i- x. Al 
RHM 
M 





CALCUL DE LA DISTRIBUTION DES 
DIFFERENTES FORMES DE CITRATE A PARTIR 
DE R3- 




ANNEXE 2 -_--__-- 
PROCEDURE DE CALCUL 
UTILISE LORS DES SIMULATIONS 
A) DEFINITION DES PARAMETRES EMPLOYES. 
- Concentration extérieure de la forme perméante (RH2-) 
Elle correspond par définition à Cex . Cex est calculé à partir 
de la concentration totale du citrate dans le milieu, au pH désiré et 
en présence ou non de magnésium (cf Annexe 1 : Calcul de la distribu- 
tion du citrate en ses différentes formes en fonction du pH et de la 
concentration en Mg 2+ du milieu.) 
- Concentration interne de la forme perméante (RH2-) 
Par définition, il s'agit de Gin . Elle est obtenue comme Cex, 
en tenant compte du pH interne et de la quantité de magnésium présente 
dans le compartiment vésiculaire. 
- Influx du citrate 
J 
in 
est calculé d'après l'hypothèse d'un transport saturable : 
(1) 
- Efflux du citrate 
J 
ex 
est calc&é de la même façon : 
ex 
J = Jzx . 'in 
K 
max + C in (2) 
-290- 
- Flux des traceurs 
Ils sont estimés à partir des valeurs de J 
in 
et de J et des 
ex 
activités spécifiques interne et externe, en considérant les relations : 
J 
in" 
= s - Jln 
ex 
exx 





- Contenus internes en citrate 
Q in et Qxin sont obtenus, en écrivant : 
Q in = v. c in (5) 
Qxin = v. Czn (6) 
B) CONDUITE DES CALCULS 
Les conduites sont faits par itération. La procédure consiste 
à répéter les opérations ci-dessus, définies pour un intervalle de 
temps dt = 1 mn. 
Ainsi, par exemple, on a la situation de départ suivante, qui 
est celle la plus couramment rencontrée : 
Q in = 50 nmol. x mg-l prot. 
-f soit C 
in 
=5mM 
en considérant v = 10 1.11 x mg-' prot. 
Il n'y a pas de 14C-citrate dans le compartiment vésiculaire 
au temps t = 0 mn. En conséquence, 
QEes = 0 
PHin 
= 6,91 
Comme nous l'avons indiqué dans 1'Annexe 1, le calcul de la 
concentration de la forme perméante C 
in 
se fait en considérant la 
- 291- 
relation : 
[RI$-] = ( - x + x2+4L 
in 
Ao.A ) 1 C10PK2 + pK3- ~PH) (7) 
2 
valable lorsque le pH est supérieur ou égal à 6,5, avec : 
M R 
x+ + T- T 
1 
Ao 
A 1 z-f 
10~K3 - PH 
1 KS K4 
Ao = 1 + 10~K3 - PH + 10PK2-PK3-2PH+ loPK1+ PK2+ PK3- 3PH 
RT représentant la concentration totale en citrate ; M 
2+ 
T, la 
concentration totale en Mg ; ~Klr pK2 et pK3, les valeurs de pK pour 
les trois fonctions carboxyliques de l'acide citrique ; K4 et KS, les 
valeurs des constantes d'association du magnésium respectivement pour 
les formes RHM et RM. 
On procédera alors comme indiqué dans le Tableau joint à cette 
annexe. 
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+T = 0 MN 
- pHin 
- Mg 2+. in 
- Qin 
= f (citrate total) 




in = f (Q,,, pHin, Mg2+in) 









_ Jln = y?' ex et J 
ex max * 
C 
in = 
K +c K 
ex 
max ex -t c max in' 
- Quantité de citrate échangée : (J 
in 
- Jex). dt. 
- Nouvelle concentration de la forme perméante interne C. : 
(Gin) nouvelle = f [(Qin)nouv., (pH. )nouv., (Mg2+ in)k?uv.l 
in 
- Influx du traceur : 
S 
ex * 
. Jin = J 
xin 





- Nouveau contenu en traceur : 
<QTn) nouv. = (QTn) précédent 4 (J::in- J':ex).dt 
- Nouvelle activité spécifique : 
S 
in Q?n =- 
Q in 
PROCEDURE DE CALCUL UTILISEE 
DANS LES SIMULATIONS 
- Nouveau contenu : (Qin) nouveau = (Q 
in 
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activita MDH résiduelle du sédiment 
(en U.I. par fraction) 
activité totale 
activité non accessible 
au substrat 
200 300 
mg de lyophilisat 
Figure 3.1 
MISE EN EVIDENCE DU’PHENO&HZNE DE VESICULATION : 
EXISTENCE D’UNE ACTIVITE MALATE-DESHYDROGENASE 
NON ACCESSIBLE AU SUBSTRAT FONCTION DE LA QUANTITE DE 
LYOPHILISAT MANIPULEE 
Dans un volume constant de 3 ml constitué par un milieu de vésicu- 
lation 50 mM T.E.A., 1OmM p--mercapto-Bthanol, pH 7,5, on disperse 
une quantité de lyophilisat de plus en plus =grande, variant de 100 r\, 400 mg, 
en présence d’activité malate-deshqdrogénase (correspondant à 79,8 U. 1.1. 
L’homogénéisation est r&alisée dans les conditions habituelles avec l’aide 
d’un Potter (4” C, 20 allers et retours C = 20 A.R.] 1. 
La suspension, conservee dans la glace fondante, est centrifugée sur une 
couche de 8 mi de saccharose 0,3 M.11 est deposé 2,5ml de cette suspension sur 
chaque couche. La centrifugation est faite à 69.. 000 x g pendant 15 min. à 
4”C.Le sédiment est repris par 2 ml de milieu initial, auquel on a ajoute 
du mannitol ( 0,3 M). La suspension qui en resulte est homogenéisee L1 
l’aide d’un vortex avant d’etre d&osée sur 10 ml de saccharose 0.3 M, pré- 
pare dans le milieu de vesiculation (contenant 0,3M mannitol). Apr’s une 
sédimentation faite dans les memes conditions, le culot final, repris par 
1,25ml de tampon T. E.-4. -mannitol et homogénéise à l’aide encore du vor- 
tex, constituera une suspension membranaire P partir de laquelle les acti- 
vités malate-deshydrogénase libre et totale seront déterminees. 
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espace Ii& à la diffusion du traceur 










0 2 * 4 6 
temps (min) 
Figure 3.2 
CINETIQUE DE DIFFUSION DE DIFFERENTES MOLECULES DANS 
LF: SEDI~?XT LUTOfDIQUE 
Les vesicules vacuo-lysosomales sont préparees dans un milieu 
phosphate-mannitol, selon le protocole experimental habituel (voir “ma- 
teriel et méthodes”). Le sédiment, rbsultant d’un cycle de deux lavages 
et correspondant à 600mg de lyophylisat, est repris dans un volume final 
de 4ml de milieu d’incubation (depourvu d’ATP^ Mg2 t ). 
L’incorporation se déroule sur 1, Oml de cette suspension vesiculaire 
mise en prbsence, soit d’eaukitiée (0,5 Ci), soit de C-sorbitol (0, IpCi), 
soit de 14C-dextrane (‘0, IpCi), soit de &C-citrate (0,l FCi) . Elle a lieu a 
0°C. Chaque prellèvement (0, lml) est traite comme indiqué par ailleurs. 
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variation de la densltd optique 






OP1 4 I I 8 I I I 1 
0 011 02 63 
[mannitol] (mhl) 
du milieu tampon 
Figure 3.3 
MISE EN EVIDENCE DE STRUCTURES OSMOSENSIBLES 
DANS UN SEDIMENT MEMBRANAIRE 
120 mg de lyophilisat sont disperses dans 20 ml de milieu T. E.A. - 
mannitol (20 mM T.E.A., 5 mM p - mercapto-ethanol, 300 mM mannitol, 
pH 7,5). L’homogéneisation est assurée par une potterisation faite dans les 
conditions habituelles (O”C, 25 A.R.). La suspension membranaire est cen- 
trilûgee (30.000 x g, 10 min., 
agregats (5.000 x 2, 
4” C) apros avoir eliminé au préalable les 
5 min., temp&ature ambiante ). Le sédiment est repris 
par 6 ml de milieu initial. 
dans 
L’analyse est effectuée sur 200 ~1 de suspension membranaire , dispersee 
2ml de milieu (T. E.A, pH ‘7,5 ou G. E. M. ,pH 9,5) contenant des concen- 
trations croissantes en mannitol, dans une chambre thermostatée à 30” C. 
La longueur d’onde choisie est 52Onm. La variation de la densité optique me- 
surée à cette longueur d’onde correspond à la difference observbe entre les 
valeurs lues au bout de 30 sec. et de 270 sec. (apres l’introduction des 





0 activité phosphatase .% ., . ,<,.,.< 
LII :::y.:::::.:.:.::::::::: . . . . . . ._ $:$:‘$:;:s:: protéines 
-10 ml 
pour chaque fraction 
activité (ou contenu) 
exprimée en pour-cent 
de l’activité (ou du contenu) 
totale dçporde 
(ou recupCrCe) 




) dépot (ami) 
couche’ 5 






(dextrane 2.5 Xl 
couche 3 . 
(dextrane 3 X) 
couche 2 
(dextrane 4 X) 
couche 1 
(dextrane 5 Z) 
indice d’éclatement 








Figure 3.4 . 
DISTRIBUTION DE I.A P~PU~TION VESICULAIRE - -_ 
FORMEE DANS UN MILIEU PHOSPHATE-MANNITGL SUR UN GRADIENT __-_-_-_ 
DISCC9NTINU DE DEXTRANS ----- 
La suspension vesiculaire provient de la dispersion de 600 mg de 
lyophilisat dans GO ml de milieu phosphate-mannitol (pH 6,O). L’homoge- 
neisation est realisée dans les conditions habituelles en chambre froide 
(25 A.R.).Elle est centrifugee à 39.000 xd, pendant ‘10 min. a CC. 
L’ensemble des sediments est repris dans un volume final d % 4ml de mi- lieu phosphate-mannitol (pH = 7,5) contenant 5 mM ATP-Me +.La suspen- 
sion qui en resulte est immtkliatement Centrifug&e au travers d’un gradient 
discontinu de dextrane. Les conditions de centrifugation sont toujours les 
n-&!mes : GO min. à G9.000 x g à O”C, pour toutes-les manipulations décrites. 
Toutes les analyses se font sur les diverses fractions ainsi récoltees. 

















de 14C-citrate --- 
actiuiti (ou contenu) 
exprimée en pour-cent 
de l’activité (ou du contenu) 
totale dCposCe 
(ou .recupérée) 





(dextrane 2 X) 
couche 3 
(deitrane 3 2) 
couche 2 















DISTRIBUTION DE LA POPULATION VESICULAIRE FORMEE --- --- -~-- 
DANS UN MILIEU PHOSPHATE-MANNITOL SUR UN GRADIENT 
DISCONTINU DE DEXTRANE -- 
La suspension vesiculaire provient de la dispersion de 800 mg de 
lyophilisat dans 160 ml de tampon phosphate -mannitol (pH 6,0). L’homo- 
geneisation est realisée dans les conditions habituelles en chambre froide 
(25 A. R. ). Elle est centrifugee a 39.000 x 6, pendant 10 min. a 4” C.Au pr& - 
lable, 4 ml de suspension initiale ont été préleves pour effectuer les diffe- 
rents dosages. L’ensemble des sédiments est repris dans un volume final 
de G ml de milieu phosphate-mannitol (pH 7, 5).La suspension qui en resulte 
est incubee 60 min. a 30°C avant qu’une aliquote de 3 ml soitdeposee sur 
un gradknt discontinu de dextrane pour etre sediment&e. Après centrifuga- 
tion chacune des bandes est prélevee ; le culotutrepris par 3 ml de tampon 
d’incubation. 
Toutes les analyses se font sur les diverses fractions ainsi recolt&es. 
L’indice d’eclatement est egalement determine ( - l - * -) 
-3oo- 
radioactivité spécifique 









CAPACITE D’INCORPOPATION DE 14C-ClTR4TE PAR DES VESKULES 
‘FORMEES DANS UN ~MILTEU PHOSPHATE-MAIBNITOL 
La suspension membranaire est preparee selon le protocole indique 
dans la figure 3.5. Les r&ultats sont exprimes avec un risque de 10% 
dem114 optlqw 
mesurh 8 280~1 
(WI unlt4) 
2s 35 45 





A pH 7,5 
t 
25 35 4s 
numiro de la fraction 
Figure 3.7 
INFLUENCE DU pH SUR IA SEPARATION DES VESICULES 
PAR ELECTROPHORESE EN VEINE LIQUIDE 
Chaque motif provient de la dispersion de 200 mg de lyophilisat dans 
*20 ml de milieu phosphate-mannitol, dont le pH est ajuste, soit a 6,0, soit 
a 7,5. L’homogbnéisation est faite dans les conditions habituelles (voir 
‘materie et méthodes”). 
Aprhs centrifugation (3 9.000 x g, 15 mn. ,4”C) et deux lavages, le se- 
diment est repris par quelques ml de tampon d’incubation, ajuste a pH 6,0 
ou a pH 7,5. Le volume final est de 5 ml. 
Pendant l’electrophorese, le champ électrique est de 87,5Vxcm-’ avec 
une intensité de 82 mA. La migration des vesicules formbes, soit 51 pB $0 
(-O--O-), soit àpH 7,5 (-A - -0 -), se fait à 5°C. Le tampon de la cham- 
bre d’électrophorèse est collecte dans 90 tubes. La vitesse du flux d’injec- 
tion de la suspension membranaire est de 10 ml par heure. 





INCUBATION --- _-___ 
MENEE -- --_ 






A pH 7,5 
Figure 3.8 
INFLUENCE DE LA TEMPERATURE D’INCUBATION 
SUR LE COMPORTEMENT DES VESICULES LORS DE LEUR SEPAFATION 
- PAR ELECTROPHORESE EN VEINE LIQUIDE 
La préparation des vésicules se fait comme indique dans la legende 
de la figure 3. ‘7 et dans le chapitre “Materiel et M&hodes.“.Avant d’être 
injectde dans la chambre d’électrophorese, la suspension membranaire 
est incubee pendant 30 mn, soit 0” C (- o -- o -) , soit CL 30” C (- * - l -). 
Le tampon de la chambre d’dlectrophorese est collecté de la meme 
façon (cf. Figure 3.7). 
La densite optique du contenu de chaque tube est mesuree à 280 mn. 
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+ 
Activité ohosphacase acide présente Activité phosphatase acide présente 
dans le premier sédiment dans le sëdiment après d&x lavages 
( = fraction FI) 
Type 
( = fraction F2) 
de Activité Activité Activité : Indice Activité : Activité Activité : Indice 
,aitement libre totale non actes.d'éclate- 
libre : totale non acces:d'éclate- 
Sible : ment sible ment 
(en $1 (en 4) 




D.T.A. 2,340 3,285 1,245 62,l 0,111 1,063 0,952 10,4 . 
1 = en 
ésence 





Cl2 3,217 9,609 5,792 39,7 1,819 7,526 5,707 24,2 
Tableau 3.1 
Influence de l’EDTA, du KCl et du CaCl, 
sur la retention de l’activitd phosphatase 
par un sédiment membranaire lutoïdiqs 
300 mg de lyophilisat sont homogeneisés dans 30 ml de 
l’un des quatre milieux de vésiculation suivants : 1, 10 mM T. E.A. 
seul, pH 8,6 ; II, le méme avec 5 mM E.D.T. ;lII, le meme avec 
100 mAM KCl ou IV, le meme avec 2 mM CaC12, dans les conditions 
utilisées habituellement (dispersion dans un Potter d la température 
de la chambre froide, 25 allers et retours du piston dans le corps de 
verre). 
Les membranes sont récup$rees par centrifugation 
(39.000 x g, 10 min., 4°C). Le premier sédiment est repris par qques 
ml de milieu 1. La suspension membranaire, qui en résulte, es: amenée 
à un volume final de 5 ml. Une partie aliquote de 1 ml est conservée dans 
la glace fondante. Elle constitue la fraction Ft . Les 4 ml restants sont 
dilués dans 40 ml de milieu 1 avant d’etre centrifugés après avoir été 
homogeneisés a l’aide d’un Vertex. Apres un second lavage, effectué 
dans les memes conditions, le sediment final est repris par 5 ml de 
milieu 1, la suspension Somogénéisée formant la fraction FL. 
Les activites phosphatase acide libre et totale sont mesurées 
selon-le protocole habituel (15 min. à 3O”C, en présence ou non de de- 
tergent). Elles sont exprimées en unités de densité optique mesur&s & 
400 nm et par minute. 
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Activité 
Malatr - destlyorog‘hasn 
présente dans le sediment mt7mbranaire 
:-----------------------------------------------------------------------------------------: 
Activité Activité nctivit.é 
: Hntif : Libre Totale non accpssible : Indice : 
au substrat 
’ d’&clntemewt 1 :-----------------------------:-----------------------------:-----------------------------: 
:--------------:- 
: nprës une : 
: première cen-: 
: trifu~ation : 
: Apres ““f? : 
: *econrle cen- : 
: trifugation : 
: Aprt?F une : 
: troisi+me . 
: centrifuge : 
: tien 
: Aprfs une : 
: quatriamc : 
: CPnLrifuga- : 
: tion 
U.I. 
: en % de : 
: l’xtivlté : 
: prSsente : 
:dnns le milieu: 
de : 
: vesicu1ation : 
: en % de : : en%de : (en a) : 
0.1. : l’activit.6 : U.I. : l’nctivité : 
: prPsC=nte : : présente : 
:dans le milieu: :rlùns le milieu: 
de : de : 
: vésiculntion : : v4sicu1ation : 
----------:--------------:--------------:--------------:--------------: 
0,955 : 1,194 : 1,129 : 1,411 : 0,174 : 0,217 : 04.6 : 
0,049 : 0,061 : 
0,230 : 0,287 : 0,orlz : 0,103 : 64,3 : 
. : 
0,130 : 0,173 : 0,040 : 0,050 : 71,o : 
0,060 : 0,075 : 0,011 : 0,014 : 01.7 : 
Tableau 3. TI 
Influence du lavage sur l’activité mnlate doshydrogérrase 
presente dans un sediment membranaire 
150 mg de lyophilisat sont disperses .dans 1,5 ml de tampon 
20 mN T. E.A. , 5 p- mercapto-éthanol et 300 mM mannito:, ajusté à 
pH 7,5 et contenant 100 ~1 d’une préparation enzymatique purifiée 
d’activite malate-déshydrogénase (correspondant à 80 U. I). L’homogé- 
néisation est faite dans les conditions habituelles (4”C, 25 A.R.). La 
suspension membranaire, qli en rbsulte, est Centrifug@e sur un gra- 
dient discontinu de saccharose réduit à une seule couche (10 % p. /v.). 
préparé dans le tampon initial (40.000 x g, 15 min., 4” C). Le sediment 
est repris par 1,2 ml de milieu de vesiollation. 
Les vésicules ainsi récoltees pourront etre lavées 1, 2 
voire 3 fois dans les memes conditions. Les :rctivit&s malate-dJshydro- 
genase libre et totale résiduelles, pr&.sentee dans chacun de ces 
skiiments, seront estimees selon le protocole habituellement utilisé. 
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Planche 3.1 
.I LUTWDIQUEEFFECTUEEENMILIEUPHOSPHATE-MANNIWL 
795 1 (PH 
La preparation membranaire est rklisee dans les conditions 
habituelles décrites dans “Materiél et Methodes”. L’homo+néisation se 
fait dans un milieu phosphate ..mannitol (pH 7,5). 
La fixation est realisee dans une solution de 5lutaraldehyde. pre- 
par@e a 4% (p./vol.) faite dans un milieu tamponne 0,2 M cacodylate de 
sodium, contenant 0,3 M mannitol et ajuste a pH 7,4. 
La post-fixation se fait avec de l’acide osmique employe à l-28 
(p. /vol.) dans un tampon veronal. . 
Les khantillons sont deshydrates 2 l’ethanoI et inclus dans le 
melange de Spurr (A. R. SPURR, 1999). 
Planche 3. II 
ASPECT MORPHOIDGIQUE D’UNE PREPARATION MEMBRANAIRE --- -- 
LUTOIDIQUE EFFECTUEE EN MILIEU G;E. M. (pH 9 5) _A 
Cette fois, l’homogeneisation est r&lisee dans un milieu G. E. M 
( pH 9,5). Par ailleurs, le traitement des echantillons est identique (cf. 
Planche 3.1). 
Les micrographies A et B correspondent a deux preparations 
membranaires differenfes effectuees toutefois selon le m@me protocole 
experimental. 
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incorporation de citrate 
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Figure 4.1 
CINEXTQUE DE FlX4TION DU CITRATE PAR LES VESICULES 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSCMALFS 
Les vésicules Mcuo-lysosomales sont preparées et incubées dans 
un milieu phosphate-mannitol, selon le protocole decrit dans “matériel 
” ;; tg-f;d;;;e “e Ii 4” cubation, à 4 ml de suspension homogéneisee, C-citrate (5 pCi/ml). Une partie de l’incubat est 
Conserv@e à 0°C ; l’autre, portee à 3O”C, température employee dans toutes 
nos manipulations. 
Les résultats sont exprimes avec un risque de 10%. 
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VESICULATION 
FAITE A 0” C --- 
PREINCUBATION -- 
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INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR L’INCORPORATION 
DE l4C-CITRATE PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALFS 
Dans chaque motif, 900 mg de lyophilisat sont disperses dans 90 ml 
de milieu citmte-phosphate ( pH 6,0). La temperature de vésiculation est 
variable : soit O”C, soit 30°C. L’homopénéistition est effectuee dans les 
conditions habituelles. Les vésicules sont sédimentées au cours dkne 
centrifugation faite comme indiqué ailleurs (voir “matériel et méthodes). 
Chaque motif correspondra à 2 ml de suspension vésiculaire, qui sera 
incubée, soit a O”C, soit à 3O”C, pendant 60 min., avant l’addition de 
14C-citrate. L’incorporation est conduite selon le protocole habituel (arret 
par dilution). 
Les résultats sont exprimés avec un risque de 10%. 
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incorporation de chats 
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Figure 4.3 
INFLUENCE DE L’OSMO~RITE DU MILIEU D’INCUBATION 
SUR L’INCORPORATION DZ ClTRATE PAR LES VESTCULES 
VACUO-LYSOSOMALES 
Pour chaque motif, les vésicules sont préparées dans un milieu 
phosphate-mannitol, contenant 50 mM citrate, et ajusté à pH 6,0, par 
addition de XOH. Le sbdiment final, résultant d’un cycle de deux lavages, 
est repris par 3 ml de milieu de même nature, contenant 5 mM ATP-Mg2+ 
et une concentration differente en citrate, 5 mM, le tout étant ajusté à pH 
7,5. Toutefois, dans un cas, le milieu sera depourvu de mannitol. Un choc 
osmotique est alors développe. 
L’incorporation du citrate est effectuée comme décrit par ailleurs (voir 
“materiel et méthodes ‘9. 
Les résultats sont exprimk avec un risque de 10%. 
A 





DE CITRATE ----- 
Figure 4.4 
INFLUENCE DE L’OSMOLARITE DU MIJXXJ DE WVAGE 
SUR LA RETENTION DZ CITRATE PAR UN SEDIMENT MEMBRANAIRE 
800 mg de lyophilisat sont dispersés dans 160 ml de milieu phosphate- 
mannitol (PH=~, 0). L’homogénéisatio,n est effectuee dans un Potter à la tem- 
perature de la glace fondante. Apres:un cycle de deux lavages faits avec le 
milieu initial, le sédiment est finalement repris ar 2,6 ml de milieu d’in- 
cubation phosphate -mannitol (PH=~, 5), contenant 5 * mM ATP -Mg zc -citmte A 2, 6 ml de suspension vésiculaire, sont ajoutés 130 v-1 de 
(0,75 PCi). Dès la mise en contact avec le radio-élément, 4 fractions ali- 
quotes de 100 )JJ sont prélevées, conktituant le temps 0. Au bout de 60 min. 
d’incubation, 2ml sont prelevés. Chaque echantillon est lavé trois fois selon 
le protocole habituellement employé., Toutefois , pour le prélèvement fait au 
bout de 60 min. d’incorporation, juste avant la dernière centrifugation, la 
suspension vésiculaire lavée est repartie exactement en cinq tubes contenant 
un milieu de lavage modifié ayant un& concentration en mannitol croissant 
de 0 a 300 mM. La centrifugation n’e’st effectuee qu’aprés 15 min. d’incuba- 
tion à 15” C. 
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Figure 4.5 
INFLUENCEDUTRITONX-100SURLARETENTIONDUCITRATE 
l?AR UN SEDWIENT IKEMBRANAIRE 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont préparées et incubees aans les 
conditions décrites dans la Mgende de la figure 4.4. 
La différence réside dans le fkit qu’au cours du dernier lavage, est 
introduite une quantite de détergent croissante allant de 0 à 0,l ‘% (p. /vol. 1. 
Après un temps de rbction de l’ordre de 15 min. ,% la temphature du 
bain employt!e, la dernière centrifugation est effectuee. 
Le traitement des khantillons se fait comme indique dans “matt+riel et 
méthodes”. 
Les rksultats sont exprimes avec un risque de 10%. 
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radioactivité spécifique 









du milieu d ‘incubation 
Figure 4.6 
CINETIQUE D’INCORPORATION DU 14C-CITRATE 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMA~S EN FONCTION 
DE LA CONCENTMTION EN CIT&TE DU MILIEU D’INCUBATION 
RELATIOW3 ENTRE L’EVOLUTION DE LA RADIOACTIVITE SPECIFIQUE 
ET LA CONCENTRATION EN CITRATE DU MILIEU D’INCtiBATIO~ 
Il s’agit d’une autre expression des résultats issus du cycle de manipu- 
lations dont le protocole expérimental est dhrit dans la @ende de la figu- 
re 4.7. 
Les rhultats sont exprimés avec un risque de 10%. 
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Figure 4.7 
CINETIQUE D’RKORPORATION DU CITRATE PAR LES VESICULES 
VACUO-LYSOSOMALES EN FONCTION DE LA CONCENTRATION 
EN CITRATE DU IMILIEU D’INCUBATION : 
REPRESENTATION MICH4ELIERRE 
Pour chaque motif expérimental, SL 0,25 ml de suspension vésiculaire 
(correspondant a 200 mg de lyophilisat et prdparde comme indique par ailleurs 
dans “matériel et m&hodes”), sont ajoutes exactement 0,25 ml de milieu 
d’incubation, contenant suffisamment d’acide citrique, pour avoir la concen- 
tration finale ddsirée. 
L’incubation se fait en presence de 25 +l de 14C-citrate, correspondant 
à 0,l FCi x ml-t , pendant 50 min. à 3O’C. L’echantillonnage et son traite- 
ment se font selon le protocole habituel. 
Les résultats sont exprimes avec un risque de 10%. 
Les courbes B, C et D representent une interprétation de la courbe 
experimentale. 
Sur la courbe D, sont figurdes les données experimentales de la courbe 
A (4 1, le calcul resultant de l’approche digitale étant symbolise différem- 







PREMIERE BYWTHESE : 
Formalisation de la courbe -- 
expérimentale dans le cadre 
de l’existence d’un seul txans- 
pzwteur 
Vm =42,5M x mg-‘prot. x 
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SECONDE HYPOTHESE: 
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rteurs : 
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Figure 4.7. 
CITIQUE D’INCORPORATION DU 14C-CITRATE 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOWLES EN FONCTION 
DE LA CONCENTRATION EN CITRATE DU MILIEU D’INCUBATION : 




(nmol. x mg-l prot. x h-l)-’ 
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Figure 4.8 
DETERMINATION DE LA CONSTANTE D’AFFINITE : 
REPRESENTATION SELON LINEWEAVER ET BUlX 
[ UV = f <m-j 
Dans cette figure, les résultats dkrits dans la figure 4.7 subissent 
une transformation graphique, qui permet d’estimer Km et Vm. L’inter- 
valle de confiance, assigné pour chaque valeur expérimentale, est déter- 
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Figure 4.9 
CINETIQUE D’TNCORPORATION DU CITRATE PAR LES VESICULES 
VACUO-LYSOSOMALES EN FONCTION DE LA CONCENTRATION 
EN ClTR4TE DU MILIEU D’INCUBATION : 
REPRE5’ENTATION SELON EADIE ET HOFSTEE 
Dans cette figure, les r&ultats d&crits dans la figure 4.7 subissent 
une nouvelle transformation graphique. Sur les courbes B, C et D, sont 
figurées les donn6es experimentales de la courbe A ( l ), l’interpr&ation 
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Figure 4.10 
CINETIQUE D’INCORPORATION DU CITMTE PAR LES VESICULES 
VACUO-LYSOSOMALES EN FONCTION DE LA CONCENTRATION 
EN CITRATE DU MILIEU D’INCUBATION : 
REPRESENTATION SELON HANIZS 
Dans cette figure, les rbsultats décrits dans la figure 4.7 subissent 
une nouvelle transformation graphique. Lorsque cela est possible, les r& 
sultats sont exprimes avec un risque de 10%. 
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Figure 4.11 
CINETIQUE D’INCORPORATION DU CITRATE 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES EN FONCTION 
DE LA CONCENTRATION EN CITIiATE DU MILIEU D’INCUBATION : 
RGPRESENTATION SELON F. FJJHN 
E 
v = f c log (S) ] 
Dans cette figure, les rksultats ddcrits dans la figure 4.7 subissent 
une nouvelle transformation graphique. Lorsque cela est possible , les 
résultats sont exprimes avec un risque de 10%. 
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incorporation de 14C-citrate 
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Les vésicules vacuo-lysosomales sont preparées dans un milieu 
phosphate-mannitol, selon le protocole expérimental habituel ( voir 
“matdriel et méthodes”). Le sddiment, rksultant d’un cycle de deux 
lavages et correspondant à 200 mg de lyophilisat, est repris par 1 ml de 
milieu d’incubation, constitué par 100 mM H.E.P.E.S., 5 mlM citrate, 
5 mM MgC11, 5 mMATP, 300 mM mannitol et 5 mM p-mercapto-&hanol , 
et dont le pH varie de ô, 12 à 9,05 (par addition de Tris). 
L’incubation, faite sur 0,s ml de suspension vésiculaire, debute avec 
l’addition de 20. r-1 de l4C-citrate ( 0,l )LCi/ ml ) et dure 60 min. à 30°C. 
L’échantillonnage se deroule comme indique par aiIIeurs. Toutefois, on prend 
soin de mesurer le pH pour chaque motif au début (- l -- o -) et %, la fin 
(- 0 - CI -) de l’incorporation. 
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Figure 4.13 
INFLUENCE DE LA TEMPERATURE DU MILIEU D’MSORPTION 
SUR L’EFFLUX DU CITRATE 
Dans chaque cas, les vbsicules vacuo-lysosomales sont préparées 
et incubbes dans un milieu phosphate-rnannitol selon le protocole expéri- 
mental habituel (voir ” materie et méthodes). Le sédiment, résultant d’un 
cycle de deux lavages et correspondant, soit à 800 mg de lyophilisat (A), 
soit à 1380 mg de lyophilisat (B), est repris dans un volume final de 3,4 ml 
de milieu d’incubation contenant 5 mM ATP-Mg’? 
L’incorporation se deroule sur 3,2 ml de cette suspension vésiculaire 
mise en présence de 160 r-1 de “QC.-citzate (0,l pCi/ml). Une fois les dif- 
férents prélGvements effectués, au terme d’une incubation de 80 min. a 30” C, 
deux fractions aliquotes de 1 ml sont lavées par 60 ml de milieu mannitol. 
Ensuite, après le troisieme lavage, le sddiment est repris par 2 ml 
de milieu de lavage. Les quatre motifs, correspondant au temps 60 min. 
sont alors prelevés et l’incubation se poursuit dans un milieu sans ‘k-ci- 
trate, soit à 0°C (A), soit à 30°C (B). 
Les résultats sont exprimés avec un risque de 100’0; 
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Incortmration de citratc 
(nmol. x mp.%rot.) 
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[Citratelex = 0 mM 
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Figure 4.14 
INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN CITR4TE DU MlLIEU - 
D’EXSORPTION SUR L’IMPORTANCE DE L’EFFLIJX 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont prépar8es et incubees dans 
un milieu phosphate-mannitol, selon le protocole experimental habituel 
(voir “materiel et m&hodes”). Le sédiment, résultant d’un cycle de deux 
lavages et correspondant B 1200 mg de lyophilisat, est repris dans un volu- 
me final de 5,6 ml de milieu d’incubation contenant 5 mM ATP-Mg 21 
L’incorporation se deroule sur 5,6 ml de cette suspension vesiculaire 
mise en présence de 280 )JJ de %-citrate (‘0,l pCi/ml). Une fois les diffé- 
rents prélevements effectues (t0 et t60), pour chacun des trois motifs, 0,8ml 
de suspension incubbe sont déposes sur une couche de 24 ml de dextrane 
T-70 preparé a 1,5 s”o (p. /vol. ) dans le milieu de vésiculation et centrifugées 
(39.000 x g, 10 min., 4” C). Chaque sédiment est repris par 0,8 ml de tam- 
pon de lavage. Comme pour chaque motif, il y aura deux tubes, l’exsorption 
pourra etre suivie sur 1,6 ml de suspension vésiculaire, en présence de 
0,5 ou, 10 mM citrate. L’échantillonnage et son traitement se font comme 
indiqué par ailleurs. 
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Figure 4.15 
EVCLUTION DE L’ACTIVITE SPECIFIQUL DES VESICULES 
VACUO-LYSOSOMA~S AU COUPS DE L’INCUBATION 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont préparées et incubées dans 
un milieu phosphate-mannitol, selon le protocole experimental habituel 
(voir ” makeriel et méthodes”). Le sédiment, résultant d’un cycle de deux 
lavages et correspondant a 800 mg de lyophilisat, est repris dans un vo- 
lume final de.8 ml de milieu d’incubation contenant 5 mM ATP-MgLf. 
Une partie de cette suspension (3,5 ml) est mise en incubation en 
présence de 175 ~1 de ‘+C-citrate (0,l )Gi/ml), ayant une activite spd- 
cifique initiale de 28, 6 pCi/ ,uBI. Les prélevements sont effectués et 
traités comme indique par ailleurs. L’arret de l’absorption se fait par 
centrifugation au travers d’une couche de dextrane T-70 tamponnee et 
préparée a 2% (p. /vol.). 
Le reste de la suspension (4,5 ml), diluée dans les memes proportions 
avec de l’eau distillée, permet d’estimer l’evolution de la quantité de citra- 
te non radioactif, selon la methode décrite par ailleurs. La partie aliquote 
de 1 ml prelevee au moment desire est traité de la meme façon. Le sddi- 
ment obtenu est repris par 500 ~1 d’eau distillée. Le dosage du citrate 
est fait sur une aliquote de 300 FI ; celui des protéines sur 25 ~1. 
Les resultats sont estimes avec un risque de 10%. 
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Figures 4.16 et 4.17 
MODELISATION DES RESULTATS OBTENUS : 
EVOLUTION DE L’INFLUX NET ET DU CONTENU EN CITRATE 
DU COMPARTIMENT VESICUWIRE ET DES DEUX COMPARTIMENTS 
CINETIQUES QUI LE COMPOSENT AU COURS DE L’INCUBATION 
Les conditions initiales sont ainsi définies : 
- un volume v&siculaire de 10 p x mg-’ prot., 
-un contenu vésiculaire en citmte totaal egal à 500 nmol. x mg-’ prot., 
- un contenu vésiculaire en citrate libre (échangeable) égal à 10 mn01 
x mg-’ prot., 
- on attribue les valeurs suivantes aux différentes constantes d’équilibre : 
-IQ = 0,05 mM 
-Kg = 1,0204 ~10’~ mM 
- K’” = 5 mM 
-Kz=lOmM 
- On donne les valeurs suivantes aux flux maximum : 
- J,$= 5 mn01 x mn-’ x mg” prot. 
- J,$= 5 nmol. x mn” x mg-’ prot. 
Le progmmme de calcul (cf. Annexe Ill nous permet d’obtenir pour, 
soit le compartiment vesiculaire (Figure 4.16), soit les deux compartiments 
cinetiques qui le composent (Figure 4.17) : 
1) l’evolution du contenu total en citrate, 
2) l’evolution de l’influx net de citrate , 
2) l’evolution de l’enrichissement isotopique. 
Selon la Figure, les symboles employes n’ont pas la meme signification. 
- pour la Figure 4.16, contenant le compartiment vesiculaire en son 
entier, 
0 -) pour le contenu 
:i:Z 10 -) pour l’influx net 
total en citrate, 
- (-0 - n -) pour l’incorpordrun’de citrate, les résultats expérimentaux 
Ce(rnes pour un risque de 10% étant représentés par ( l )1. 
- o -- o -) pour l’enrichissement isotopique, 
- pour la Figure 4.17, concernant les deux compartiments cinétiques 
qui le composent, 
-( -o-o-) et (-* -- a -), pour le contenu en citrate respectivement 
des compartiments Cl et C t 1 
-(-O-- o-) et (-* -. $, pour l’influx net de citrate dans les deux 
compartiments. 
- 324- 
contenu en citrate 
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contenu en citrate 













S()=I SO =o 




DE LA QUANTITE 
TOTALE DE CITRATE 
DANS LES DSU.X 
~OMPARTIMEN=%?S 





MODELISATION DES RESULTATS OBTENUS : 
EVOLI7I’ION DE L’INFLUX NET ET DU CONTENU EN CITRATE 
DES DEUX COMPARTIMENTS. 
CINETIQUES DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES AU COURS 
DE L’INCUBATION 
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Tableau 4.1 
DIFFERENTES VALEURS DE KM ET DE Vfi[ OBTENUES PAR LES 
DIFFERENTES TRANSFORMATIONS DE L’EQUATION DE ME-WEN- 
MICRAELIS 
Dans cfiaque cas, lorsque cela est possible, les valeurs 
de KM et de VM sont détermin&s 2 partir des intersections de la droite 




CINETIQUE D’ACCUMULATION DU SCN-, DU TPMP+ - 
ET DU TPP+ PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
Les vesicules vacuo-lysosomales sont preparees à pH - B, 0 et, incubbes 
à pH = 7,5, à 25’ . Le milieu de vésiculation et d’incubation est le type imper- 
méant : un milieu de ‘Iktger constitué par 25 mM M.E. S., 25 mM H. E. P. E. S., 
25 mM M.O. P. S. et 300 mM de mannitol, ajuste au pH désiré par addition de 
Tris-base. 
Chaque ml. de milieu d’incubation contient aussi de l’eau tritiée (0,5 *Ci) 
et, soit du +4C-SCN-(0,l )LCi), soit du +C-TPMP+(O,l FCi), soit du 44C-dex- 
ti,ane (0,l )LCi). Lorsque le TPP+ est utilise, l’isotope employé étant le 
3H-TPP+ (0,5 FCi), les espaces extra et intravesiculaires sont determinés 
à partir du %Z-dextrane (0,l Fi), chaque motif étant traité en parallsle de 
la meme façon. 
Au temps indique, une fraction aliquote de 1 ml est prélevee et préparée 
comme indique dans “materiel et méthodes”. 
Chaque valeur représente la moyenne de trois a quatre repétitions, cor- 
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Figure 5.2 
INFLUENCE DES CONDITIONS D’INCUBATION SUR LA RETENTION 
DES MOLECULFS LIPOPHILES PAR LES VESICULES --- 
VACUO-LYSOSOMALES 
Les vbsicules vacuo-lysosomales , préparées dans les conditions 
habituelles,sont incubees P 25” C dans un milieu de Taper, ajusté % pH = 7,5, 
par addition de Tris-base, chaque ml de milieu d’incubation contient de l’eau 
tritiee (0,5 ?Ci) et, soit du 44C-TPMP+ (0,l pCi), soit du 44C-SCN- (0,l .pCi), 
soit du ‘4C-dextrane (0,l )Ici). Lorsque le aH-TPP+ est employe, l’eau tri- 
tiée, est omise du milieu, le “4C-dextrane constituant alors le marqueur. 
Les vingt premiires minutes constituent la phase d’incorporation. Les 
prél+vements sont effectufk aux temps indiques dans les figres 7.9 à 7.14. 
Chaque aliquote, correspondant à ($3 ml de suspension, est déposee sur une 
couche de silicones résultant d’un mélange détermine dans un rapport tel 
qu’il permet aux vesicules de la traverser, lors de la centrifugation (3 min. 
P vitesse maximale, 13.000 x g). 
Au dernier prélèvement de la phase d’incorporation, fait après 20 min. 
d’incubation, le reste de la suspension est centrifugée et le sédiment, qui 
en resulte, est repris par le meme volume, soit d’eau distillée (choc hypo- 
tonique), soit de milieu d’incubation (pour les deux motifs correspondant au 
choc thermique). 
Les prélevements se poursuivront encore pendant 40 min. dans les con- 
ditions specifiques de chaque motif. 
Chaque fraction prêlevée sera traitee comme indique dans “matbriel et 
méthodes. 
Les symboles suivants sont employés : pour le choc osmotique, (-• --s -) 
pour le choc thermique, soit (- 0 -- 0 -) correspondant à l’abaissement de la 
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Figure 5.2 
INFLUENCE DES CONDITIONS D’INCUBATION SUR LA 
RETENTION DSS MOLECULES LIF’t3l’HILES PAR LES ~-~_-------_~ 
VESICULES VACUO -LYSOSOMALES 
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Figure 5.3 
INFLUENCE DE IA CONCENTRATION EN SORBITOL DU MILIEU ----- 
D’INCUBATION SUR LA RETENTION DE TPMP + OU DE SCN - - 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES --- -- 
Les vésicules vacuo-lysosomales, préparees dans les conditions habi- 
tuelles, sont incubées pendant vingt minutes à 25” C dans un milieu de Tager, 
ajusté à pH= 7, 5 par addition de Tris -base, et contenant du sorbitol à une 
concentration allant de 0 à 300 mM, de facon à modifier l’osmolarité du mi- 
mieu d’incorporation. 
Selon la nature du motif, chacun etant traité parall?lement, chaque ml 
de suspension vêsiculaire contiendra de l’eau tritiée (0,5 Y-Ci) et, soit du 
@C-SCN” (0,l &Ci), soit du 44C-TPMPf (0,l &Ci), soit du @C-dextrane 
(0,l +-Ci). La distribution de chaque traceur sera déterminée dans le sediment 
et le surnageant, obtenus par centrifugation, selon la méthode décrite par 
ailleurs (voir Materiel et methodes). 
Chaque valeur repr&%tëGyenne de trois manipulations faites sur 
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Fig.xe 5.4 
INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN Xl DU MILIEU 
D’INCUBATION SUR LA RETENTION DE TPMP + OU DE SCN- -- 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
La conduite de la manipulation est faite comme celle caractérisant 
l’effet du sorbitol sur l’accumulation des molécules lipophiles (T PMP f/ 
SCN’ )par les vésicules vacuo-lysosomales. 
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Fi;l,ure 5. 5 
EFFET DU pH DU MILIEU D’INCUBATION SUR L’ACCUMULATION -- --- -- 
DU TPMPt PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES ----- -- 
Les vesicules vacuo-lysosomales, formées dans un milieu de Tager 
(pH Z. 0); sont incubées à 25°C dans un milieu de meme nature mais dont 
le pH est ajuste à la valeur desiree par addition, soit de Tris-base, soit 
d’un mélange en proportions de M.E.S. et d’H.E.P.E.S.M. 
Chaque ml de suspension vésiculaire contient de l’eau triti&e (0,5 p-Ci) 
et, soit du 44C-dextrane (0,l FCi), soit du 44C-TPMPI- (0,l )JCi). L’addi- 
tion de molybdate d’ammonium (0,lmM) et de SO4 MT (5mM) est également 
effectuée. 
Le premier prel’vement n’est opéré qu’au bout de 10 min. d’incubation 
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Figure 5. 5. 
CINETIQUE D’ACCUMULATION 
DE LA MBTHYLAMINE ET DU D. M. 0. PAR LES VESICULES 
VACUO-LYSOSOMALBS -- 
Les vesicules vacuo-lysosomales sont préparées a pH 6,0 et incubêes 
à pH 7.5 à 25” C. Le milieu de vesiculation et d’incubation est de type impermdant: 
un milieu de TaEer constitué par 25 mM M.E.S., 25 mM H. E. P. E.S., 25 mM 
M.O. P.S. et 300 mM mannitol. ajuste au pH desire par addition de Tris-base. 
Chaque ml de milieu d’incubation contient aussi de l’eau tritiée (0, 5 )UX) 
et, soit du 4 C-D. M.O. (0,l F-Ci), soit de la 44C-méthylamine (0,l r-Ci), 
soit du “QC-dextrane (0,l tK!il. 
Au temps indiqué, une fraction aliquote de 1 ml est prelevee et préparee 
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INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SORBITOL DU MILIEU ----- 
D’INCUBATION SUR LA RETENTION DE METHYIAMINE --~ 
PAR LES VESICULES VACUO -LYSOSOMALES -- 
Les vt%icules vacuo-lysosomales sont incubées pendant 20 min. 2’ 25°C 
dans un milieu de ‘Ikger, ajuste a pH = 7,5 par addition de Tris-base, et con- 
tenant du sorbitol à une concentration allant de 0 à 300 mM de facon & modi- 
fier l’osmolarité du milieu d’incubation. 
Le milieu d’incubation contient aussi de l’eau tritiée (0, 5 @i) et, soit du 
‘4C-dextrane (0,l +Ci), soit de la ‘4C -méthylamine (0.1 FCi). 
La distribution de chaque traceur sera déterminee dans le 
skliment et le surnageant, obtenus par centrifugation, selon la methode decrite 
par ailleurs (voir “Materiel et methodes”) . 
Chaque valeur z=la moyenne de trois manipulations faites sur le 
m@ me lyophilisat . 
C’est l’ensemble complémentaire des manipulations dont rend compte 
la Figure 5.3. 
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INFLUENCE DU pH DU MILIEU D’INCUBATION ----- 
SUR LA DISTRIBUTION A L’EQUILIBRE DE LA METHYLAMINE ---_-- --_- 
ETDUD.M.0. ----- 
Les vésicules vacuo-lysosomales (formées 3 pH = Y, 0) sont incubées 
pendant 10 min. à 25” C dans un milieu de Tac;er (300 mM mannitol, 25 mM 
M. E. S., 25 mM H.E. P.E. S., 25 mM M. 0. P. S.) contenant suffisamment de 
Tris-base pour ajuster le pH à la valeur désirée se situant entre 5,O et 7, 5. 
On trouve aussi, dans chaque ml de suspension vesiculaire, de l’eau tritiée 
( 0,5 FCi) et, soit du A4C-DM0 (0,l )L(X), soit de la n4C-métIiylamine (0,l F-Ci), 
soit du 44 C-dextrane (0,l p-Ci). 
Le temps choisi est ju$ suffisant pour que l’equilibre transmembra- 
naire soit atteint. le moment venu, les vesicules sont sédimentées au cours 
d’une br?ve centrifugation (3 min., 13.000 x 9). La distribution de chaque 
molecule entre les vésicules et l’espace extravésiculaire est estimée selon 
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Figure 5.10 
MFLUENCE DE IA CONCENTRATION EN ‘:Cl DU MILIEU 
D’INCUBATION SUR LA RETENTION DE LA METHYLAMINE 
PAR DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
C’est la manipulation complémentaire de celle dhrite dans la 
Figure 5.4. Elle a 6té effectu8e avec la meme suspension vésiculaire, 
selon le meme profil expérimental. Parallèlement, en suppl6ment des 
motifs exp&imentaux dejà dbcrits, s’ajoutent ceux contenant, en plus de 
l’eau triti& (0,5 FCi), de la 4%!-mtXhylamine (0,l +Ci) toujours dans 
un ml de milieu d’incubation. 
Le deroulement de la manipulation est identique. 
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Variation 
(en R par rapport au motif non traité) 
: Variation :-----------------------------------------------------------: 
: du volume : 
Motif : vésiculaire : de la quantité :du potentiel transmembranaire: 
: experimental : (en 9; par : accumulée de : : (calculé ZI partir de la : 
: rapport au : distribution à 
: motif non : l'équilibre du : 
: traite) :-----------------------------:-----------------------------: 
: TPr+ : 
+ : 
: I 




: osmotique : 
: hypotonique : - 57,2 : -68,9 : -70,7 : -81,2 : -0.2 : -1,6 : -24,l : 
-------------:--------------: ---------:---------: ---------: ---------:---------:_________: 
: Choc 
i thermique par' 
abaissement 
i de la tempé- i + 9,2 
rature 
f (3OOC +O"C) ; 
-64.2 -77,4 - -45.2 
.-z---- ____ - --_-- 
; choc 
: thermique pari 
augmentation : 
1 de la tempé- - 81,s 
rature 
: (30°C -+loo~C) f 
: 
.- 
-87,s 1 -92,s 
1 i 
Tableau 5.1 
INFLUENCE DES CO?lDITIONS D’INCU3ATION -- 
SUR L’ACCU3FJLATION DU TPP+, DU TPMPt ET 
DU SCN- PAR LES VESICULE!S VACUO-LYSOSOMALES 
+12,6 ; 
C’est le complémént de la figure 5.2.Les variations observées 
sont exprim’es en fonction des motifs non trait& (correspondant à l’ac- 




(calculé à partir de : 
Motif [TPMl?“]i.n. la distribution 





0 t30 t. t30 _ 
:--------------:--------------:--------------:----------------:-----------------: 
: : * 
: Témoin : 36216 : 40212 : -9Ofll : -PS- 8 : 
: + 50 mM 
: NH4 Cl 11+3 : 1557 : -62+ 6 : - 69 ? l-2 : 
: + 30 mM 
: TPp+ : 1,3 f 0,2 : 1,4 f 0,s : -6'1 : -611 : 
: 
: +somM : 
: méthylamine : 13'1 : 22'2 : 65'3 : 77 2 10 : 
Tableau 5. II 
INFLUENCE DE DIFFERENTES MOLECULES (CONNUES 
POUR DISSIPER SPXIF?.QUEMXNT SOIT LE hpH, SOIT LE 
Ay SUR L’ACCUMUWTION DU TPMP+ P-44x lLES 
VESICTJLES VACUO-LYSOSOMALES 
Les vésicules vacuo-lysosomzles, p:Gparées dans ies 
coxiitions Imbituelles, sont incub&s à 25” C dans un milieu de Taxer, 
ajuste II pH 7,s (par addition de Tris-base). Chaque ml de milieu 
d’incubation contient de i'eau tritiée (0,5 &Ci) et, soit du “4C-TPMP+ 
(0,l ?Ci), soit de la n4 C-m@thylamine (‘0,l FCi), soit du A4C-dextrane 
( 0.1 ?Ci). 
Selon la nature du mo?if coxidbré, une addition supplbmen- 
taire sera faite pour tibteair une concentration finale de, soit 30 mM 
pour leTPP+ , soit 50 mM psx le NH4Cl et pour ia .m&.hylamine. 
Le morhanol constitue le solvant de ces mnldcules lipophiles. On ajou- 
tera In mGme volume {20 ,$l) de .n-&hanol dans tous le:; motifs. 
Le premier prélèvement n’est effertié qu’aJ hoJt de 10mn 
d’incubation ; le second, 30 rnz p:~s !ard. 




: (calculé à partir de la : (calcule à partir de la : % 
:distribution transmembra?aire:distribution transmembranajre: 
: à l'équilibre du TPMP ) : à l'équilibre de la 
méthylamine) 
(en unités de pH) 
:-----------------------------:-----------------------------: 
t 
0 t30 : tO t30 : 
Témoin :-119f 2 :-95f 4 * 1,41 t 0.09 : 1.35 t 0,16 : 
:-----------------------------:--------------:-------------- :--------------:--------------: 
+ nigdricine 
(10 ug x ml-l) :-126i 4 : 972 7 : 1,39 t 0,ll i 1,25 f 0,06 : 
nigéricine : , 
(10 )lg x ml-') 
: + + :-126' 6 : - 95 i: 16 : 1,42 ? 0,15 : 0,62 f 0.20 : 
KCl (30 mM) . 
: + valinomycine 
(10 ug x ml-l) :-126' 2 : -115 + 6 : 1,39 + 0,12 : 1,31 ? 0,07 i 
valinomycine 
(10 ng x ml-l) 
: + + : - 131 + 6 :-35' 7 : 1,42 t 0,14 : 1,35 2 0,oEl : 
KCl (30 mM) 
:-----------------------------:--------------:-------------- :--------------:--------------: 
FCCP 
: + (1mr-l) I :-122f 3 : - 29 k 11 : 1,25 + 0,42 : 0,35 _C 0.00 : 
:-----------------------------:--------------:--------------:--------------:--------------: 
valinomycine 
(lougxml-l) - : * 
+ 
: + KCl (30 mM) :-118f 5 : - 14 5 16 : 1,35 t 0,16 : 0,42 ? 0.25 : 
+ 
FCCP (1 mM) 
Tableau 5.RI 
EFFET DES IONOPHORES SUR L’ACCUMUWTION DU TPMP+ 
ET DE LA METHYIAMINE PAR DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
Les vésicules vacuo-Iysosomales sont incubées à 25°C dans un 
milieu de Tager, ajuste à pH ?,5 avec du Tris-base. Chaque ml de milieu 
d’incubation contient 0,l mM molybdate d’ammonium, 5 mM SO, Mg, de 
l’eau tritiée (0,5 *Ci) et, soit de la 44C-méthylamine (0,l r-Ci), soit du 
44 C- TPMP+ (0,l PG), soit du “4C-dextrane (0,l FG). Le cas écheant 
les additions indiquées sont faites. Pour le motif temoin, elle se réduit 
a 20 &1 de méthanol, solvant utilise pour dissoudre chaque ionophore et 
le FCCP. Elles sont faites au moment du premierprélèvement. 
Le premier prélevement n’est effectue qu’au bout de 10 min. 
d’incubation, le second, trente minutes plus tard. Les échantillons sont 
traités comme indiqués dans”Matérie1 et Methodes”. 
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Acrumulatinn du C:‘O Accumulation de la mrithylamlne 
110 PI{ 
de : du milieu :--------------:--------------:--------------~--------------:-------------~:--------------: 
: I’expéri~nce : d’incubation : 
: Im40]in. : Apli : 
P”i”. 
: ttithyll in. : ApH : 
Ïzisjz; ; [mPthyll. : 
PIlin. ; 
:--------------:--------------:--------------:--------------:--------------:--------------:--------------:--------------: 
1 7.50 ! 0.146 : - 0,836 : 6.40 : 17.70 : 1,250 : 6,25 : 
2 7,50 : 0,139 : - 0,857 : 6.36 : 17.7R : 1,250 : 6.25 : 
3 7.50 : 0,126 : -0.900 : 6.26 : 12.59 : l.lcxJ : 6,40 : 




m 7.50 :O,lZR i 0,032 :-O,R90 + 0,116: 6.25 f 0,29 : 19.24 f 6,90 ~1,265 t 0,235 i 6,24 f 0,23 : 
Tableau 5. IV 
DETERMINATION DU pH INIXAVBSICULAIRE A PARTIR DE LA 
DISTRIBUTION A L’EQUILIBRE DU DM0 ET DE LA 1mTHYLAMINE 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont incubées pendant 
10 min. B 25°C dans un mi de milieu dont la composition est la suivante: 
300 mM mannitol, 25 mM HEPES. 25 mlM MES, 25 A4 -MOPS, ajuste 
à pH=*l, 5, par addition de Tris-base, de l’eau tritiée (0,5 PC% et, soit 
du “4C-DM0 (0,l $i), soit de la methylamine (0,l PC~), soit du. 
4 C-dextrane (0,l +Ci). 
Elles sont sédimentées (3 min., 13.000 x 6) et la distribu- 
tion de chaque molecule entre les vésicules et l’espace extra-vesiculaire 
est estimée selon la méthode indiquée dans ” Ma&rie1 et Methodes’f 
Le pH intra-vesiculaire est calcule 2 partir des relations indi- 
quées dans le texte, respectivement (5.10) et (5.111, derivees de la 
relation d’Henderson-Hasselbalch (R.IRVINB et a1 , 1960 : W. J.ADDANKI 
et R. G. BATES, 1969 ; S.ADDANKI et al, 19681 en prenant 6,39 comme 
valeur pour le pka du D. M. 0. et 10,6, pour celui de la méthylamine. 
L’intervalle de confiance est détermine en prenant comme 
valeur de t 3,182 pour un risque de 5% (D.SCHWARTZ, 19631. 
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-- 
Vùriati.oll 
(en % par rapport au motif non traité) 
variation du 
:-----------------------------------------------------------: 
:volume vésiculaire : 
: (en % par rapport 
de la qnentit6 du A@H 
Motif 
a" motif occumulPe 
: (calculé à partir de la : 
expérimental i non traité) i de : 
:distribution transmemùrnnaixe: 
à l'équilibre de : : 
:-----------------------------:------------------------------: 
: Methylômine : Db10 : M6thylamine : DM0 
:-------------------:-------------------:--------------:--------------:--------------:--------------: 
:a 
: Choc osmotique : 
: hyptcnique : - 57.2 : - 50.2 : - 67.5 : + ll,o : + 1,9 
: Choc thermique : 
: par abaissement : 
: de la temy6rature: 
: (30Yz+O~C) : + 9,2 : - 39.8 : +121,5 : - 24,9 : +22,0 
:-------------------:-------------------:--------------:--------------:--------------:--------------: 
: Choc thermique : 
: par augmentation : 
: de la température: - 01.5 : - 88.6 ’ : - 92.8 : + 2,4 : -21.4 : 
: (3OOC -+ loo"c) : 
Tableau 5.V 
INFLUENCE DES CONDITIONS D’INCUBATION SUR 
L’ACCUMULATION DE LA METRYLAMFJE ET DU DM0 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
C’est le complém8nt de la figure 5.7. Les variations 
observées (correspondant aux motifs préleves apres 60 mm d’incubation) 
sont exprimées en fonction des motifs non traites (correspondant i l’accu- 
mulation des molécules lipophiles au terme d’une incubation de 20 mn 3. 
25” C). 
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APH A'Y 
: (calculé à partir de la : (calculé à partir de la 
Motif :distribution transmembranaire:distribution transmembr$naire : 
à l'équilibre de : à l'équilibre du TPMP ) 
: expérimental : la méthylamine) (en mV) 






: Témoin : 1,47 f 0,47 : 1,43 f 0,15 : -109 Lt 13 : -110 2 13 : 
: * 
: +5omM 
: NH4C1 : 0,74 -+ o,96 : 0,90 rt 0,69 : - 65 2 45 : -48 fil : 
: + 39 mM : 
: TPP : 0,62 A 0,lO : 0,88 It 0,44 : -34 f 5 : -40 +18 : 
: +somM 
: Méthylamine : 0,96 + 0,64 : 0,99 t 0,47 : - 68 Lt 49 : - 7.5 i: 46 : 
Tableau 5. VI 
INFLUENCE DE DIFFERENTES MOLECULES CONNUES 
POUR DISSIPER SPECIFIQUEMENT, SOIT LE n pH 
L 
SOIT LE a7$ SUR L’ACCUMULATION DU TPMP+ 
ET DE LA METHYLAMINE PAR LES VESICULES 
VACUO-LYSOSOMALES 
Les vésicules vacuo-lysosomales, preparées dans les conditions 
habituelles, sont incubées 3 25 OC dans un milieu de Tager, ajuste à 
pH 7,5 (par addition de Tris-base). Chaque ml de milieu d’incubation 
contient de l’eau tritiée (0.5 FCi) et, soit du “4C-TPMP+(O,l JhCi), 
soit de la “4C-méthylamine (0,l YCi), soit du 44C-dextr.ane (0,l YCi). 
Selon le motif consideré, il est ajouté, soit du NH+Cl 
(50 mM final), soit du TPPf (30 miM final), soit de la méthylamine 
(50 mM final). Dans le témoin. le meme volume de méthanol (20 kl), 
qui est le solvant utilisé pour dissoudre ces molécules, est introduit. 
Le premier prelèvement n’est effectue qu’au bout de 10 mn 
d’incubation ; le secon& trente mn plus tard. Les échantillons sont 
traités comme indiqués dans “Matériel et Memodes”. 
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Tableau 5. VII . 
ESTIMATION DE LA FORCE MOTRICE PROTONIQUE DEVELOPPl$E 
AU NIVEAU DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES DANS DIFFE- 
RENTES CONDITIONS EXPERIMENTALES 
En reprenant la definition de P. MITCHELL (1968), la 
différence de potentiel électnchimique du proton (= force motrice 
protonique) est donnee par la relation : h p = A)J- l-l+ = n W - 2. h$l 
F 
où hp $représente la différence de potentiel hctrochimique du proton 
entre les deux milieux séparés par la membrane ; F, la constante de 
Faraday ; Z, le terme de conversion électrique (2,303. RT x F-‘) 
et n pH, le pradient transmembranaire de pH. 
Elle est calculde dans les diffkentes conditions experimen- 






INFLUENCE DE L’ATP-Mg2+ SUR L’ACIDIFICATION 
DU MILIEU INTERNE DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont formées dans un milieu de 
Tager (pH 6,O) à partir, soit du lyophilisat Primot V (A), soit du lyophi- 
lisat Primot Xl (B) . Elles sont incubees à 25” C pendant 40 mn dans un 
milieu comparable (ajuste a pH 7,5 par addition de Tris-base) contenant 
de-l’eau tritiée (0,5 ).Lci) et, soit du “‘k-dextrane (0,l YCi), soit de la 
‘4 C-methylamine (0,l FCi). 
Chaque ml de milieu réactionnel contiênt aussi 0,l mM molybdate 
d’ammonium (utilisé pour inhiber totalement l’activite phosphatase acide 
residuelle). Le cas écheant, il est ajouté, soit 5 mM SC4 Mg (-. -A -), 
soit 5 mM ADP-MgL’ (-m --a -), soit 5 mMATP-Mg” (-0 - o -), d?s 
que la distribution transmembranaire de la methylamine est à l’équilibre. 
Elle est suppo&e l’etre au bout de 10 min. d’incubation. 
Les échantillons sont préleves et traités comme il est indiqué dans 
“Matériel et Méthodes”. 
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accumulation de mkthylamine 






+ 5 mM ATP-Mg 
+ 5 mM ADP-Mg 
+ 5 mM SDqMg 
I I I 1 I 1 




INFLUENCE DE L’ATP-Mg2+ SUR L’ACCUMULATION 
DE LA METllYLAMlNE PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
Les vesicules vacuo-lysosomales sont préparées et incubées dans un 
milieu de Tager, selon le protocole expérimental habituel (voir “Matériel 
et méthodes”). 
Chaque ml de milieu d’incubation contient, en plus de 0,l mM 
molybdate d’ammonium, utilisé pour inhiber totalement toute activité 
phosphatase acide résiduelle, et des additions potentielles fonction du 
motif considéré, de la 4 C-méthylamine (0,l jLCi). 
La séquence des additions tient compte de l’indispensable prein- 
cubation de 10 min. Le cas Echéant , il est ajouté, soit 5 mM So4 Mg Lt 
(-A -A -), soit 5 mM ADP-MgLt(- l --m -), soit 5 mM ATP-Mg2+(- l -o- 1 
Au moment desire, une fraction aliquote de 0,l ml est prêlevee. Son 
traitement est effectué selon la methode employée pour suivre la cinétique 
d’incorporation de citrate par les vésicules vacuo-lysosomales. 
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INFLUENCE DES INHTBITEURS DE L’ATPase SUR L’ACCUMULATION 
DE IA METHYLAMINE PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES -- 
Les vesicules vacuo-lysosomales sont préparées et incubées dans un 
milieu de Tager, selon le protocole expérimental habituel (voir “Matériel 
et méthodes”). 
Chaque ml de milieu d’incubation contient, en plus de 0,l mM 
molybdate d’ammonium, utilisé pour inhiber totalement toute activité phos- 
phatase acide residuelle, et des additions potentielles fonction du motif 
consideré, de la @C-méthylamine (0,l pCi).Au bout de 10 min.d’incubation, 
il est ajouté 5 mM ATP-Mg2+. On adjoint aussi, soit 20 IL1 de mbthanol dans 
le motif témoin (- e - e -), soit 2O)cl d’une solution méthylique de FCCP 
(-ra--o-)oudeS-13 (-n--a-j. 
Au moment désiré, une partie aliquote de 0,l ml est prelevee. Son 
traitement est effectue selon la mflthode habituelle employee pour suivre la 
cinetique d’incorporation du citrate par les vesicules Lacuo-lysosomales. 
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INFLUENCE DES INHIBITEURS DE L’ATPase SUR LE pH IWIERNE 
DES VESiCU‘LES VACU0 -LYKXOMALES 
C’est une autre formulation des résultats obtenus, selon le protocole 
expérimental décrit dans la figure 6.1, avec une population vesiculaire form5.e 
à partir d’un autre lot de membranes 1yophilisGes. 
Les additions se font au bout de 10 min. d’incubation B tem$rature 
ambiante. 
La distribution des différents tracears (“4C-dextrane, A4C-m.5thylamine) 
est estimoe par rapport B l’eau tritiee dans les espaces extra et intravesiculaires. 





INFLUENCE DU pH DU ‘MILIEU D’INCUBATION SUR L’ACIDIFICATION 
DU pH INTERNE DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES INDUITE 
. PAR L’ATPase 
Les vésicules vacuo-lysosomaies sont préparees et incubées dans 
un milieu de Tager, selon le protocole expérimental habituel (voir “Materiel 
et methodes “). Le pH du milieu de vésiculation est 6,0 alors que celui du 
milieu d’incubation varié de 5,0 à 8,5. ll est ajusté à la valeur désirée 
par addition de Tris-base. Le cas ikhéant, de l’ATP-Mgz+(5 mM), tamponne 
au pH du motif, est ajouté (-0 - e -). Pour le temoin, (-‘a --• -): 
La manimlation se.deroule comme celle décrite dans la Figure G. 1. 
L’incubation dure 30 mn à 3O”C,, me fois l’addition du nucleotide faite. 
Le pH intra.vesiculaire est estir.& à partir de la distribution transmem- 




DEPENDANCE VIS-A-VIS --- 
DU pH EXTERNE DE L’ACTIVITE --- -- ATPase VACUO-LYSJSOMALE 
---%ÏËmË-!&i%?ii--- 
Figure 6.6. 
RELATION ENTRE LA VARIATION DE &pH TRANSMEMBRANAIRE 
INDUlTE PAR L’ATP-Mgzf ET L’ACTIVlTE ATPase VESICULAIRE 
EN FONCTION DU pH EXTERNE 
Il s’agit d’une autre expression des resultats decrits dans la Figure 
6.5. (pour la variation de pH du milieu intra-vésiculaire induite par l’addi- 
tion d’ ATP-Mg2+). 
L’activité ATPase membranaire est déterminee dans les conditions 
expérimentales dgcrites dans la Figure 6.5. Elle est mesuree dans un milieu 
d’incubation où toute trace d’activité phosphatase acide rbsiduelle est inhibée 
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Figure 6.7 
INFLUENCE DE L’ATP-Mg2+ SUR LA DIFFERENCE DE POTENTIEL 
MEMBRANAIRE DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
C’est la manipulation complementaire de celle decrite dans la 
figure 6.1. Elle a été effectuée avec la meme suspension membranaire, 
selon le meme profil expérimental. Parallèlement, en supplbment des motifs 
déjà decrits, s’ajoutent ceux contenant, en plus de l’eau tritiée (0,5 FCi), 
du “4C-TPMP+ (0,l FCi). 
Les additions se font au bout de 10 min. d’incubation : soit 5 mM 
SO Mg(-&- 
d-- 
&-), soit 5 mMA.DP-Mgzt(-w --a -), soit 5 mMATP-Mg’* 
o -), Dans le temoin, aucune addition est faite (- o -- o -). 
Le calcul du potentiel transmembranaire se fait a partir de la distri- 
bution transmembranaire de ‘4C-TPMP+ a l’équilibre (voir “Matériel et me- 
thodes”). 
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INFLUENCE DE L’ATP-Mg2+ SUR L’ACCUMULATION DE TPP+ 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont prbparées et incubées dans 
un milieu de Tager, selon le protocole experimental habituel (voir “Materiel 
et methodes”). 
Chaque ml de milieu d’incubation contient, en plus de 0,l mM 
molybdate d’ammonium , et des additions potentielles fonction du motif con- 
sidére (soit 5 mMS0 I@l-& -1, -1, soit 5 mMADP-Mg2+ L-m --m -1 
soit 5 mMATP-Mgl+--e -a -1 , 4 
( 0,l PCi). 
le témoin étant C-o --o -] du 3H-TP& 
Au moment désire, tout au long de l’incubation, une partie aliquote 
de 0,l ml est prelevee. Son traitement est effectué selon la méthode utilisee 
pour suivre l’accumulation du citxate par de telles structures. 
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Figure 6.9. 
INFLUENCE DES INBIBITEURS DE L’ATPase 
SUR L’ACCUMULATION DE TPP+ PAR LES VESICULES 
VACUO-LYSOSOMALES 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont preparêes et incubées dans 
un milieu de Tager, selon le protocole habituel (voir “Matériel et methodes”). 
Chaque ml de milieu d’incubation contient, en plus du molybdate d’am- 
monium (0, lmM), et des additions potentielles fonction du motif considére 
(en plus de l’ATP-IV&~+, à la concentration normalement utilisee [5mMJ 
&r-&omy > 
soit du FCCP [lmMJ[-a --o -] , soit du S-13 ( 20 Fg x ml-‘] 
, le témoin en étant dépourvu mais contenant 20 )II de méthanol, 
le solvant utilisé pour dissoudre les inhibiteurs de l’ATPase), du 3B-TPP+ 
(0,l PC%). 
Au moment desire, au cours de l’incubation, une partie aliquote de 
0,l ml est prelevée. Son traitement est effectué selon la methode utilisée 
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Figure 6.10 
INFLUENCE DU pH DU MILIEU D’INCUHATION 
SUR LA DIFFERENCE DE POTENTIEL MEMBRANAIRE 
DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
C’est la manipulation complémentaire de celle décrite dans la figure 
6.5. Elle a été effectuée avec la meme suspension vêsiculaire, selon le 
meme profil experimental. Parallelement, en supplément des motifs expé- 
rimentaux dejà decrits, s’ajoutent ceux contenant, en plus de l’eau tritiée 
(0, 5 ?Ci), du W-TPMP+ (0,l )LCi). 
Le deroulement de la manipulation est identique. Les additions se font 
au bout de 10 min. d’incubation : soit de I’ATP-Mgzt(- l - l -), soit le volu- 
me équivalent de tampon dans le témoin (- l -- I -). 
Le calcul du potentiel transmembranaire se fait a partir de la distri- 
bution transmembranaire de’“qC-TPMP+ B l’équilibre (voir “Matériel et 
méthodes”). 
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DEPENDANCE DE L’AClDIFICATION DU MILIEU INTERNE - 
ET DE LA VARIATION DE LA DIFFERENCE DE POTENTIEL 
~MEG3ANAlRE VIS-A-VIS DU FONCTIONNEME3T DE L’ACTIVITE -- 
XTPase VACUO-LYSOSOMALE hEMBRANAlRE 
C’est la rkxpitulation des rhultats dkrits dans les figures 
6.5. 6.6 et 6.10 où est montré l’effet de l’addition de l’ATP-Mgr+ sur 
la différence de potentiel membranaire et sur le gradient transmembm- 
naire de pH développes au niveau de la membrane v&siculaire vacuo-lyso- 
somale 
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: : : 
: Motif : Dépolarisation : 
: expérimental : de la : 
: : membrane : 
: : (en mV) 
:-------------------:------------------: 
: : : 
: Témoin 34,0 : 
: . : : 








: ADP-Mg : 24,o : 
: : : 
: +5mM : : 
: So4Mg : 8,o : 
Tableau 6.1 
VESICULES(OUL'ACTMTEATPase EST FONCTIONNELLE 
C’est une autre formulation des résultats d&.xits dans la 
Figure 6.7 (courbe B). Elle rend compte de la variation de la difference 






Gj;H = 9,18) 
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POUVOIR TAMPON DE LA SUSPENSION MEMBRANAIRE ----- 
PREPAREE A PARTIR D’UN LYOPHILISAT DE MEMBRANES -~----.~- 
VACUO-LYSOSOMALES ---- - 
On disperse 20 mg de lyophilisat respectivement dans, soit 2 ml 
d’eau distillée, soit 2 ml de l’un des trois milieux de vesiculation employés 
dans une gamme de concentration , allant de Oh 200 mM, et ajustés au pH 
indiqué (par addition de Tris, dans la plupart des cas). 
L’homogénéisation est effectuée dans les conditions habituelles. 
Le pH de la suspension membranaire ainsi préparée est alors mesuré. 
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Figure 7.3 
INFLUENCE DU pH DU MILIEU DE VESICULATION 
LPHOSPRATE-MANNITOL 6 0 ou 7,5) SIR L’INCORPORATION --LL --- 
DE CITaTE PAR DES VESICULES VACUO-LYSWOMALES -- ------ ---- 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont preparées dans un milieu 
phosphate-mannitol, soit % pH = 6,0, soit à pH = 7,5, selon le protocole 
expérimental habituel (voir “Matériel et methodes”). Apres un cycle de _ 
deux lavages, le skliment est repris par un volume final de 3,6 ml de 
milieu d’incubation de m&me nature, pH = 7,5. 
L’incorporation se dbroule sur 3,6 ml de cette suspension vésiculai- 
re mise en présence de 180 )II de “4C-citrate (0,l pCi/ml). Au moment 
desire, tout au long de l’incubation faite Zi 3O”C, les prélèvements sont 
effectués. 
Leur traitement est réalisé comme decrit par ailleurs (arret par 
Iavage dans un milieu refroidi, . . . ) . 











INFLUENCE DE LA NATURE DU MILIEU DE VESICULATION - 
ET DE SON pH SUR L’INCORPORATION DE CITRATE PAR - -- 
LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont préparées dans un milieu dont 
la nature et le pH sont différents. Il s’agit , soit du milieu phosphate-man- 
nitol (pH = 6, O), soit du milieu cacodylate de sodium (pH = 7,5), soit du 
milieu G. E. M. (pH 9,5). 
Apres un cycle de deux lavages, le sédiment est repris par 2 ml de 
milieu d’incubation habituel (pH = ?,5). 
L’incorporation se déroule .sur 1,8 ml de cette suspension vésicu- 
laire mise en présence de 90 )cl de “OC-eitrate (0,l p-Ci/ml). Au moment 
desiré, tout au long de l’incubation, faite & SO”C, les prélèvements (0,l ml) 
sont effectues. Leur traitement est réalisé comme décrit dans “Mat&iel et 
methodes”. 
Les résultats sont exprimes avec un risque de 10%. 
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INFLUENCE DE L’E.D. T.A SUR L’INCORPORATION DE ClTR4TE PAR 
LES VESICULES VACUO .LYXXOW4LES 
Les vbsicules vacuo-lysosomales s,ont prëparkes et incubées dans 
un milieu phosphate-mnnitol, selon le protocole habituel (voir “MatBrie et 
Methodes”). 
La différence entre les deux motifs réside dans le fait que l’incuba- 
tion a eu lieu en présence ou non de 10 mM E.D. T. A. 
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Figure 7.5 
INFLUENCE DES DIFFERENTS IONOPHORES SUR L’INCORPORATION - 
DE CITRATE PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES -- 
Les vesicules vacuo-lysosomales sont préparées et incubées 
dans un milieu de Tager‘, selon le protocole experimental habituel (voir 
“Materiel et méthodes”). Apres un cycle de deux lavages, le sbdiment est 
repris par 2,5 ml de milieu d’incubation (avec 5mM ATP-MGz+ ), dont la 
composition varie en fonction de la nature du motif considbré (un milieu de 
Tager, ajusté à pH 7,5, contenant, soit 1 mM FCCP [ - a - l -1 , soit 
rula nigéricine [ 10 
LlOpg x ml-‘] 
en présence d,C-; ;;-!ccl soit de la blinomycine Fg x ml-’ 
, . . . ). Dans tous les motifs, 
la mCme quantité de methanol est introduite. C’est le solvant utilisé pour 
dissoudre les ionophores. 
L’incorporation de citrate se déroule dans les conditions explicitées 
par ailleurs. L’arrét se fait par centrifugation sur une couche de dextra- 
ne T-70 à 1,5% (p./vol.) (39.000 x g, 10 mn, 4°C). 
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Figure 7.6 
INFLUENCE DE LA NIGER1 CINE SUR L’INCORPORATION DE CITRATE 
PAR DES VESkULES VACUO-LYSOSOMALES 
Les v&icules vacuo-lysosomales sont preparées et incubées dans 
un milieu de Tager, selon le protocole experimental habituel (voir “Matériel 
et m@thodes”). Apr+s un cycle de deux lavages, le sPdiment est repris par 
3 ml de milieu d’incubation, dont la composition varie en fonction du motif 
considPré. 
LaL nigericine est introduite sous la forme d’une solution méthylique * 
20 ~1 pour avoir une concentration finale de 10 ,ug x ml-‘. Cette addition est 
faite, soit en meme temps que le “4C-citrate, soit au bout de 10 min. d’incu- 
bation dans une partie aliquote du témoin. 
L’incorporation de citrate se déroule dans les conditions expérimentales 
explicitées par ailleurs. L’arr&t se fait par centrifugation sur une couche de 





EFFET DE LA NIGERICINE SUR LA FORCE MOTRICE 
PROTONIQUE ET SUR L’INCORPORATION DE CITRATE PAR DES 
VESICULES VACUO-LYSOSOMALES FORMEES EN MILIEU MANNITOL 
ET INCUBEES EN MILIEU KCl 
Les vésicules vacuo-lysosomales sont préparées dans un milieu 
de Tager, pH 7,5, dont la molarite des molécules tampons passent de 25mM 
à 5 mM. Elles sont incubees dans un milieu de Tager, pH 7,5, dont l’agent 
osmotique est constitue par 185 mM KCI. 
En plus des constituants habituels, chaque ml de milieu d’incubation 
contient de l’eau tritiée (0,5 ?Ci) et, soit du 
la “4C-méthylamise (0,l Y-Ci), soit du 
‘%-dextrane (0,l ?Ci), soit de 
“4C-TPMP+ (0,l FCi). Le molybda- 
te d’ammonium (0,l mM) est utilisé pour inhiber toute trace d’activité 
phosphatase acide résiduelle. 
Apres une incubation de 10 mn, le premier pré1Pvement est effectué 
(300 ).~l). Son traitement se déroule comme indique par ailleurs (voir “Maté- 
riel et méthodes”). Vingt min. après, la nigericine (10 Fg x ml-‘) est 
introduite dans le milieu d’incorporation. Parallèlement, 10 ~1 de methanol 
sont ajoutés dans le motif témoin. 
Pour l’incorporation du 44C-citrate, le motif contient, en plus de 
l’eau tritiee (2, 5 FCi), du “SC-citrate (0,5 FCi). Le rapport A4C/3 H est 
conservé i la valeur optimale de 0.2. 
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Figure 7.8 
EFFET DE LA NIGERICINE SUR LA FORCE MOTRICE 
PROTONIQUE ET SUR L’INCORPORATION DE CITRATE PAR DES 
FSICULES VACUO-LYSOSOMALES FORMEES EN MILIEU KCI 
ET INCUBEES EN MILIEU MANNITOL 
Dans cette manipulation, les vhicules vacuo-lysosomales sont 
pr6parées dans un milieu de Tager, pH= 7,5, contenant 185 mM KCl. 
Ls molarit6 des molécules tampons passe de‘25 mM CI 5 mM. Elles sont 
incubées dans le milieu de Tager habituel. 
Par ailleurs, la conduite de la manipulation est identique à celle 





Les vesicules vacuo-lysosomales sont preparees et incubees 
dans un milieu phosphateYmannitol, selon le protocole expérimental 
habituel (voir “Matériel et méthodes”). Après un cycle de deux lavages, 
le sédiment est repris par 1, 7 ml de milieu d’incubation, dont la compo- 
sition varie en fonction du motif consideré. 
L’incorporation se deroule sur 1, 7 ml de suspension vesiculaire en 
presence de 85 )~l de ““C-kitrate (0,l pCi/ml). Selon la nature du motif 
considere, elle aura lieu en présence, soit de 5 mM ADP-MgL+, soit de 
5 mM ATP-Mgz+. Les prelèvements et leur traitement se feront comme 
decrits par ailleurs. 
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Figure ‘7.10 
INFLUENCE DE L’ATP-Iv@+ SUR L’INCORPORATION DU CITRATE 
PAR LES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES A pH 6,0 ET A pH 7,5 - 
C’est une manipulation dont le protocole expérimental est com- 
parable à celui décrit dans la légende de la Figure 7.9. Le milieu phos- 
phate-mannitol (dont la molarite est portée & 100 mM) est ajuste soit à 
pH 6,0 (-A -- A -), soit à pH 7,5 (- l - l -) (par addition de KCH). 
L’incorporation de citrate est effectuee en présence d’ATP-Mg 2+, 
dans une gamme de concentration allant à 0 à 10 mM (courbe A). Parallè- 
lement, l’activité ATPase est dosée (courbe C). Le pH du milieu est éga- 
lement mesuré (courbe B). Le temps choisi pour l’incubation (qui se déroule 
à 30°C) est 60 mn. 
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Figure ‘7.11 
IMPORTANCE DU POUVOIR TAMPON DU MILIEU 
D’INCUBATION SUR L’INCORPORATION DU CITRATE PAR LES 
VESICULES VACUO-LYSOSOMALES -- 
C’est une manipulation dont le protocole expérimental est compara- 
ble à celui décrit dans la legende de la Figure 7.9. Toutefois, le milieu 
d’incubation (phosphate-mannitol) a une molarité diffêrente : 200 mM au 
lieu de 20 mM. 
l3ncorporation se déroule de la même façon. Les prélèvements 
et leur traitement se feront comme décrits par ailleurs. Il est precisé 
que l’absorption est stopp6e par centrifugation sur couchedrdextrane T- 70 
à 1,5% (p/vol), le reste étant conservé tel quel. 
Parallèlement, l’activite ATPase est estimée selon la methode 
décrite dans le Chapitre Il (courbe B). Le pH du milieu d’incubation est me- 
suré au cours de I’incorporation’et sa variation (dans le sens d’une acidifi- 
cation) est représentée dans la courbe A. 












EFFET DE L’ATP-MgI+ SUR L’INCORPORATION DE CITRATE 
PAR DES VESICULES PROVENANT DE LYOPHILISATS MEMBRANAIRES 
DIFFERENTS 
C’est le complement de la manipulation decrite par les Figures 
6.1 (relatif au ApH) et 6. ‘7 (relatif au A 9 ) où il est suggeré un fonctionnement 
particulier de l’activité ATPase en tant que pompe à protons. 
Mais, dans ces motifs experimentaux, l’accumulation du citrate par 
les vésicules vacuo-lysosomales, preparées et incubées dans un milieu de 
Tager, est r&lisée selon le protocole experimental habituel (voir “materiel 
et methodes”). 
Les additions se font au bout de 10 mn. d’incubation : soit 5 mM 
SO4Mg (-b-A-), soit 5 mM ADP-Mg2+(- l -- l -), soit 5 mMATP-Mgz+ 













INFLUENCE DES DECOUPLANTS ET DES INBIBITEURS DE L’ATPase - 
SUR L’INCORPORATION DE ClTRATE PAR LES VESICULES 
VACUO-LYSOSOMALES 
Les vesicules vacuo-lysosomales sont preparbes et incubees dans 
un milieu de Tager, selon le protocole expbrimental habituel (voir “Maté- 
riel et methodes”). 
Le protocole expérimental employé est identique à celui décrit dans 
la légende de la Figure 6.9. Il faut remarquer qu’il s’agit là d’une manipula- 
tion différente faite sur un autre lyophilisat. 
L’incorporation se fait dans les conditions habituelles. Les préleve- 
ments et leur traitement sont identiques. II est prbcisé que l’absorption est 
stoppée par dilution dans un milieu refroidi et par centrifugation immédiate. 
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50 mM phosphate : 
cle potassium’ : 
300 mM mannitol, : 6.0 ou 7,5 
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mjme composition : 
que le mili.eu 
phosphate-mannitol i 
(le phosphate de 
potassium est rem- i 
placé par du caco- 
ùylate de sodium ' 
à la même concentrai 
tien. 
25 mM M.E.S. 
25 mn M.O.P.S. : 
25 mM n.E.P.E.s. : 
300 mM mannitol : 
5 mkf B-mercapto- : 6,0 
bthnnol. 
20 mn glycocolle : 
10 mM E.D.T.A. : 
300 mn mannitol, : 






COMPOSITION DES DIFFEFGXI’S MILIEUX DE VESICULATION 
EMPLOYES 
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: : Inhibition 
de 
: Motif Variation : l'incorporation : 
expérimental de la force : de : 
: mo trice protonique : citrate 
(en % du 
motif témoin) : . 
:-----------------------------:-------------------:-------------------: 
: : : : . 
Nature : Effet : compas. : compas. : 
:de l'addition : espéré : électr. : osmoti. : 
: (en mV) : (en un. : : 
: de pH) : : 
:--------------:-------------_:------------:---------:-------------------: 
: 
: Témoin : 
: Valinomycine : 
: (1Opg x ml-l): 
: en présence : 
: de KCl 
: (30 mM) 
: 
: FCCP 
: (1 mM) : 
: 
: Nigéricine : 
: (101.14 x ml-l): 
: 
: FCCP (1 mM) : 
: +valinomycine: 
: (1Opg x ml-l): 
: en présence : 
: de KCl 
: (30 mM) 
modification : 




de ApH : 
: 
modification : 
de A~H : 
modification : 
simultanée de: 


















Dans ce tableau, sont récapitules les résultats decrits 
dans le tableau 5.III et dans la figure 7.5.;Ia variation de la compo- 
sante électriquede h force motrice protonique correspond 2 une 
depolarisation; celIe du 5radienttransmembranaire de pH (cempo- 
sante osmotique),% une acidiiication. L'inhibition de l'incorporation 
de citrate estcalculee à partir des valeurs obtenuesaubout de 15 mn 
d'incubation à 
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Effet de l'addition 
de nigéricine (10 ug x ml-*) dans le milieu 
d'incubation 
Motif :-----------------------------------------------------------: 
expérimental le KC1 le RC1 
est présent est présent 
dans le milieu dans le milieu 
extra-vésiculaire intra-vésiculaire 
:-----------------------------:-----------------------------:-----------------------------: 
: du potentiel : Il empêche 
: transmembranaire : la dépolarisation de la : 
(AV 1 : membrane vésiculaire. 
Peu d'effet. 
:------------------:------ ‘I------ ----------------:-----^-------------------------: 
du gradient : 
de pH Peu d'effet. forte 
:Evolution : ( ApR) : acidification 
interne. 
:------------------:-----------------------------:-----------------------------: 
:de l'accumulation : 




Tableau ‘7. llI 
EFFET DE LA NIGERICINE SUR L’EVOLUTION DE LA FORCE 
MOTRICE PROTONIQUE ET SUR L’AMPLITUDE DE L’ACCUMU- 
LATION DU CITRATE PAR DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
PREPAREES A pH 7,5 EN PRESENCE OU NON DE POTASSIUM 
Ce tableau récapitule les rksuliats décrits dans les figures 
7.7 et 7.8 (courbesA,B et C). 
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-- 
Motif Inhibition Inhibition 
expPrimenta1 de l'incorporation : de l'activitd 
de citrate ATPase 
par l.es vésicules lutoidique 
: (en % du motif tr5noJ.n) : (en % du motif témoin) : 
:-----------------------------:-----------------------------:-----------------------------: 






(10 ug x ml-l) 
+ 2.4 - DNP 
(1 mM) 
27,l 46,0 
de S2,R à 62.7 46,0 
73,9 de 70 â 00 
37,9 21,o 
Tableau 7. IV 
ACTION DES IXHIBITEURS DE L’ATPase SUR L’lNCORPOR4TION 
DE CITRATE PAR LES VE§ICULES VACUO-LYSOSOIMALES 
C’est la récapitulation des résultats dkrits dans les figures 
7.13 (courbes A et B) pour l’incorpomtion de citrate et dans la figure 
6.9 pour l’activité ATPase lutoïdique. 
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Motif APU L\'Y Force 




+ 50 mM 
NI14C1 
+ 30 mM 
TPp+ 
+ 50 mM 
Mé thylamine : 
1,554 - 107 - 15 
0,658 - 85 - 46 
. 
1,030 - 34 + 27 
0,828 - 91 - 42 
Tableau 7. V 
EFFET DE DIFFERENTS CONDlTIONNEMENTS SUR 
L’AMPLITUDE DE LA FORCE MOTRICE PPOTONIQUE 
DES VESICULES VACUO-LYSOSOMALES 
C’est le complément des manipulations décrites dans les 
tableaux 5.II et 5. VITbut comme dans ces expérimentations, les 
vésicules vacuo-lysosomales sont incubees 8 25°C dans un milieu de 
Tager contenant 0,l mM molybdate d’ammonium, 5 mM SO4 Mg, de 
l’eau triti6e (0, 5 pCi) et, soit du ,‘4 C-dextrane (0,l h Ci), soit du 
4 C-TPMP+ (0,l Gi), sait de la ,‘4 C-méthylamine (0,l &Ci). 
Selon le motif, une addition suppléméntaire est effectuée . 
soit 50 mM NH+ Cl, soit 30 mM TPP: soit 50 miM méthylamine. Ces 
molecules sont genéralement contenues dans 20 )~l de méthanol. 
C’est la quantité qui sera ajoutee dans le motif témoin. 
Le premier prélevement ne sera fait qu’au bout de 10 min 
~‘incùbation 
C’est juste avant ce prélèvement que l’ATPa.se-l’&‘+ (5mM) est ajouté au 
milieu. Le second est réalisé trente mn plus tard. 
Les échantillons sont traités comme indiqués dans ” Ma- 
teriel et Méthodes”. 
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Motif Var.inti.on Variation Variation 
: expérimental : 'du gradient : du potentiel : de la force : 
: transmembrana t re : transmembranaire : motrice protonique: 
dl- pH (en mV) (en mV) 
: (en uni.tés de pli) : 
:-------------------:------------------- :-------------------:-------------------: 
: 
Témoin 0,422 + 15 : 40 
. 
+ 50 mM 
NH4C1 0,039 + 15 13 
+ 30 InM 
TPP+ 0,321 + 11 30 
: 
+ 50 mM 
. MQthylamine : 0,017 +17 : 16 : I 
: 
Tableau 7. VI 
EFFET DE L’ATP-Mgl+ SUR L’AMPLITUDE 
DE LA FORCE MOTRICE PROTONIQUE DE VESICULE!S 
VACUO-LYSOSOMALES DANS DIFFERE!NTS CONDITIOlWEMENTS 
Ce tableau rend compte de l’effet de l’addition de 5 mM 
ATP-Mg 2t . C’est le complément de la manipulation dhrite dans la 
légende du tableau 7. V. La variation du gradient transmembranaire 
de pH, induite par la prhence du nucléotide dans le milieu d’incubation,. 
est calculée à partir des valeurs obtenues pour le motif témoin (Cf. ta- 
bleau ‘7. V) et pour le motif ATP- NLgI+, 30 mn aprés son addition. 
- 377- 




(citrate) in. : 
30: 
; A log -.- 
variation 
j A 1og 
(citrnté) in. : Variation 
(citrate)ex.O: exprimée en li (ci.tratqZo: exprimk en $ : 






+ 50 mM 
MBthylamine : 
0,21 - 85,l 
1.39 : - 1,4 
0,X - 46,8 
0,34 - 79,6 
1,CQ - 40,l 
0,19 - A8,6 
Tableau 7. VII 
CAPACITE D’ACCUMULATION DU CITRATE PAR LES 
VESICULES VACUO-LYSOSOMALES DANS DIFFERENTS 
CONDITIONNEMENTS EN PRESENCE OU NON D’ATP-?Jg’+ 
Ce tableau rend compte du motif où le %-citrate est ajoute 
au milieu d’incubation. C’est le complémént des manipulations décrites 
dans les tableaux 7. V et 7. VI. La capacit6 de transfert du citrate par 
les vésicules vacuo-lysosomales est caractérisé par la variation du 
logarithme décimal du rapport d’acwmulation( = 110 
entre le temps 0 (moment oh le ‘%C-citrate est introduit dans le milieu 
d’incubation) et le temps 30 mn. 
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Figure 8.1 
REPARTITON DES DIFFERENTES FOR-MES DE L’ACIDE CITRIQUE 
EX PRESENCE OU NON DE MAGNESIUM EN FONCTION DU pH 
DU MILIEU 
La connaissance des diff&ents pH de l’acide citrique et des 
deux constantes d’affinite pour le a& DZ+ (R. M. C. DAWSON et a1 ,1969) 
permet de calculer la répartition de ses différentes formes en présence 
ou non de magn&ium en fonction du pH du milieu (cf. -4nnexe l).On se 
place dans la situation où la concentration du milieu en citrate est de 50 mM, 
celle en Mg2+ total étant nulle ou égale P 50 mM. On a employ8 les sym- 
boles (- l - l -1 pour les formes libres et (-0 -CI -1 pour les formes fi-. 
xam le Mg? 
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concentration (en mh.4) concentration fen rnM) 
forme RJ32’ 
4 5 6’ 7 
pH du milieu 
(en unité de PH) 
. 5 ‘ 
pH du milieu 
ten unité de pH) 1 
concentration (en mM) 
50 
RH2- 
0 rnM Mg+ 
“1 5 7 
pH du milieu 
(en unité de PH) 1 
concentration (en mM) 
iormesR3- 
et RM 
5 6 7 
pH du milieu 
(en unite de pH1 . 






20 formes RHZ- et 
50 rnM Mg- 
E 
RHM 
pH du milieu 
(en unite de PH) 
concentration (en mM) 
5 6 7 
pH du milieu 
















RH3 RH; RH’” R3- 
. , . 
RHM RM M 
RH3 RH; RH*” R3” RHM RM 
Figure 8.2 
DISTRIBU~.ON D3 L’ACIDE CITRIQUE ENSES DIFFEREXTES FORMES 
A. $3 5.0 ET A fl 7,s EN PRESENCE OU XON DE Q’* 
La distrïnution de l’acide citrique en ses différentes formes est déter- 
minée 1 partir du programme de calcul contenu &ns l’annexe 1. Diffbrentes 
situations sont envisagées : pour une concentmtion +bt.ale de citrate (50 mM, 
représentative de celle des lutoïdes in vivo , l’influence du nngnésium ‘c 3m.M 
(histogxamme A) ou 50 mM (histogramme B)] est caractérisée a pH 6,O (c3 1 
et 1 pH 7,s (:-ZZZ). 
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activitb ATPase 









I I I 1 I 1 
6 7 8 9 
pH externe (en unité de pH) 
Figure 8. 3 
INFLUENCE DU pH SUR L’ACTIVITE ATPase 
MEMBF?ANAlRE VAC’JO-LYSOSOBGILE 
Les résultats dbcrits dans la figure 6. ô son1 comparés P ceux publies 
par J. D’AU!&X (1977). L’optimum de l’activit6 ATPase est fonction du miliea 
utilise. Il est de l’ordre de 6,5 pour le milieu de Tager (- l - 4 -1 et pour le 
milieu phosphate de potassium (- o -- o -1. Par contre, il est de l’ordre de 
‘7,75 pour les milieux plus alcalins [ Tris-maleate (-A --A -1 CI~ Tris-GI 
(-A ---A -)-). 
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5 6 7 * 
pH du miliw d‘incubation , 







60 mlW \ 
pH du milieu d incubation 
(en unilc de pH) 
Figure 8. 4 
TENTATIVE DE MISE EN EVIDENCE DE W FORME TRANSPORTEE 
On considere que le flux de citrate (Jin) dépend 2 la fois de la concen. 
tration externe de !a forme transportée et du fonctionnement de la pompe-&-, 
protons. En consequence. il variera comme ses composantes en fonction du 
pH du milieu externe. 
Les variations de la concentration des différentes formes de citrate 
(Figure 8.1) et de l’activite ATPase (Figure 6. 6, courbe B) en fonction du 
pH sont normalisees (la valeur maximale devenant @ale 3. l’unité). A chaque 
valeur de pH, correspondra une valeur pour la forme de citrate consideree 
et une autre pour l’activité ATPase. Leur produit donnera Jin. 
Jin est ainsi calculé pour les formes RH-’ (- = -- l -), RRM (- o --- 0 -: . 
R (- o-o -) et RM (- o -- o -), en presence ou non de magnésium. 
avec 5 mE 
cZG&- 
















































Figure 8. 5 
MISE EN EVIDENCE DE L’ELECTRCGEX-ICITE DU TRANSPORT DU C1TRA’l.i -- - --- 
ET DE IA POMPE-A-PROTONS -- 
Le potentiel mcmbranaire et le Sradient de pH sont calculés respec- 
tivemont à partir de la distribution txansmembranaire du ‘4C-TPMP et de la 
‘4 C-methylamine & l’équilibre, mesurée dans les conditions habituelles. 
La différence réside dans la composition du, milieu d’incubation. Les 
I additions sont géneralement faites aprss 10 mn d’incubation à tempsrature 
ambiante. C’est toujours le cas pour l’ATP-Mg’+ (5m-W. Ce n’est pas vrai 
pour le citrate : il peut etre ajoute des le démarrage de l’incubation ( courbes 
B et E 1. La concentration finale de citxate est 5 m-WI sauf dans deux cas 
(coubes C et F). Elle passe de 5 mM à 20 mM. 
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Jin (pour Y = 0) 
032 
0 




IXFLUENCE DU POTEXTIEL TRANSMXM3R SUR L’XE’LUX 
D’ANIONS DE VALEXCS DIFFER,-TT% 
Dans le cadre de l’hypoth&e d’un flux diffusionnel, l’influx d’lun anion 
(dont la valence varie de -1 3. -4) est caictilé pour 1x11 palentiel transmembra- 
naire évoluant de -150 P 0 mV e: pur une situation où les concentrations in- 
terne et externe sozzt @@es à 0,36 m&l. 
Les symboles suivants sont employés : (- m - a -) pour 2 = -1 ; 
(- A -- A -) pour -2 ; (-9 --+ -) pour -3 et (- a --a -) pour -4. 
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10 20 30 
temps (min) 
Figure 8.7 
ESTIMATION DE Jin /J’” rtxax A PARTIR DE L& VARIATION 
DU POTENTIEL MEMBRANAIRE OBSERVEE L6RS 3U FONCTIOIWE,XWl” 
DE w POT&E -A -PROTONS 
Les dom&s théoriques de la figure 8.6 sont eqloit&s pour prévoir 
l’ïntkx possible de citrate 4 partir de l’évolution du pqtentiel tmnsmembra- 
naire observée pexht une incubation en présence ou non d’ATP-Mg 1L (cf. 
Figure 6,7, courbe B). Deux situations sont envisagées : le transport du ci- 
trate correspond au flux net, soit d’uue charge nég%tive c en abs.ence (- o -- 0 -1 
ou en prbsence (- l -4 -) d’ATP&Mg 2’2, soit de trois charges négatives 
(en absence (- a --a -) ou en présence (-a-a -) de nucléotide . 
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A. [hQzJtotal intravésiculaire = 0 mM 
RH; 3 
0.3 mm 







NFLUENCE DU MAGNESIUM WTRAVESICULAIXE SUR LA DISTRIBU’I10K .-._. - 
DU CITRATE EN SES DIFFERENTES FORMES A pH ACIDE 
Le calcul est effectué dans les conditions où les concentrations 
extra et intralutoïdiques sont respectivement @gales à 5 et 50 mM. Le pH 
intravCsiculaire est, soit 6,0 (situations 1 et 3) soit 6,5 (situation 2 et 4). 
La concentration en Mg z+ total intravésiculaire est, soit nulle (A), soit 50 mM 
(B). Au pH externe envisage (7,5), la concentration de la forme perméante 















0 10 20 30 
[citrate] (mM) 
dans le milieu d’incubation 
(tamponnè à pH 7,5) 
Fkgre 8.9 
IXFLUENCE DE FORTES CONCENTMTIONS DE CITRATE DANS LE MILIEU 
D’INCUBATION SUR LE pH. INTERNE DE, VESICULES VACGO-LYS3SOMAL’P.F; .-- 
Les vésicules sont préparées et incubées dans .rn milieu de Tager. selon 
le protocole exp8rimental habituel (voir “Matériel et méthodes”). 
La conduite de la manipulation est comparee 1 celle décrite dans la 
1ég;ende des figures 6.1 et 6.7. Dans tous les cas , les additions se font au 
bout de 10 mn d’incubation B température ambia’te : en plus de I’ATP-w*+ 
(5mM), du citrate (tamponné au pH du milieu) peut étre ajouté. La concentra- 
tion finale sem &gle à 50 mM (courbe A). Mais elle peut varier dans une 
gamme de concentration allant de 0 3. 30 m (courbe B). 
En ce qui concerne l’effet cinétique du citrate (courbe A). au moment 
desire, une fraction aliquote de 0,l ml est prélevée. Son traitement est effec- 
tue selon la méthode habituelle emoloyee pour suivre la cinétique d’incorpora- 
tion du citrate par les vésicules vacuo-IysOsomales (arret pur sédimentation 
sur couche de dexrxane 3. 1,5%). 







Icitrate]total = 5 mM 
QV? “‘J total =;>:M 
. 
CcitrateJtotal = 50 mM 









ne contient oas 
de mavesium 
exogène 
éitrateltotal = 5 mM h I, a~+Jtotal = 5 mM 
ext. 
II 
{citratejtotal = 50 mM 
/$yz+Jtotal = 50 mM 
int . 
Bilan : si le transport de la forme perméante est assuré par un uniport, 
- alcalinisation du milieu externe 
- acidification du milieu interne 
Figure 8.10 







Dans Ie cadre de l’hypothese oÙ seule la forme RHl’est perméame. 
il est possible de calculer les mouvements de protons associés au transfert 
d’une molecule de citrate du milieu dans le commrtiment vésiculaire (par 
suite du deplacement des équilibres entre les différentes formes de l’acide 
citrique). Quatre situations sont considerées : CMgZt!e.xt. total est &a1 3 , 
soit 0, soit 5 mM, pour un pH intravési&laire egal 9. soit ô,0, soit 6.3. 
Le nombre de protons enggés dans ce processus est indiqué dans 





3% =+a 25nmol. x me;-’ prot. 





M.grt,lOOnmol. x mg-’ prot. 
citrate = 100 nmol. x mg” prot. 
Figure 8.11 
IXFLUENCE DU X4GNESI’UM LIBRE EXTER.97 ET DU CON’I’m 
VESICULAJXY lXI’I.AL SUR L’A~W?JTL~Z DE LA +4TION DE PROTONS 
P.4R LE CITTWTE lXTRA-VESXUL 
Dans !e cadre de l’hypothèse du fonctionnement du transporteur du 
citrate selon un mécanisme antiport RHZ’/Bt, en absence de 11ux couplé 
de ?Jg If, le progamme de calcul (cf. Xnrsze III permet de pravoir les ci- 
netiques d’incorpomtion et d’accumulation du citrace par des v&ic.les MCXO- 
lysosomales, dont le contenu en citrate et en >$‘Y est &g-al, soit % 25 nmok. x 
mg-‘prot. (figures 8.13 et 8. 14, courbes -1 et B), soit 2 100 nmol. x mq-’ 
prot. (Figres 8.13 et 8.14, courbes D et E). Detuc cas particuliers sont envi- 
sag& : h coilcentration externe du ma.g&ium !ibr.e ,est, soit nulle (- A - b -1, 
soit 5,2 mM (-b -- 0. -). Par ailleurs, la pompe-a’-protons Ionckionle. D& 
lors, il est possible de comaaftre la disrribudon du citnte accumA$ en ses 
différentes formes, 1 la valeur du pH exisant à tout moment de l’incubation 
(figures 8.13 et 8.14, courbes C et F). On yurra faire !e bilan des protons 














NECESSITE DE L’EFFLIZX DE H+ FOUR EXPLIQUER L’ALCXiXISATION 
DU MILIEU INTERNE ET L’ACIIXFKATION DU MILIEU EXTERNE 
LORS DU TRANSPORT DU CITRATE 
Cette figure r&apitule les faits expbrimeniaux exposés dans la partie 
E du paragraphe IV et les conclusions qu’ils entrainent , suite aux conséquen- 
ces du mouvement des protons associé au transport du citrate (par suite du 
d&lacement des equilibres entre les ditErentes formes de l’acide citrique, 




EIXXSTENCE D’UNE COMPARTIWENTATION DU CITRATE 
IXTRA-VESIC ULAIEE 
Cette figure rbcapitule les faits expérimentaux exposés dans !a partie 
F du paragraphe IV et les conclusions qu’ils aménent (cf. Figures 4.15 +i 
4.17). Dans le schéma, on ne prdsume pas du m0canisme de fonctionnexlent 
du transporteur du citrate. On en arrive B la conclusion qu’au niveau du 
compartiment vésiculaire, il existe deux compartimenrs cinëtiques . l’un 
forme Pr la forme permbante RH2-, l’autre contenant Toutes les autres 
formes de l’acide citrique (supposées non perméantes). 
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FiSures 8. 14, 8.15 et 8. 16 
CO MTARAISON D ZS DEUX HYPOTHESES DE TR4VAIL 
Il existe deux hyporheses de travail: 
1) il s’agit d’un simple ré&quilibrage des differentes formes de citrace 
entre les compartiments extra et mtxavésic~laires da au gadient transmembran- 
mire de pH. 
2) le Eransporteur fonctionne selon un antiport R.Hz-/R + 
Dans le premier cas, Kg = KZ$ et dans le second, Kg = K”$?$ . lOno 
Dans la mesare oil le milieu contient de 1’-ATP-Mzgr+(5mM), la nom?? 
à protons Bnctionne. Cette concentration en substrat de 1’ATPase correspond 
il une concentration en Mg~+libre de l’ordre de 0,3348 mM. 
Par aillwrs. un flux de @Ypeut 3tre couple 3. celui de RH’- 
Toutes ces possibilités sont considéroes ‘et le progamme de calcul 
nous permet d’obtenir : 
1) la cinétique d’incorporation du citrate, 
2) la cinétique d’accumulation du citrate, 
3) la disimiimtion intravesic~laire du citrate en ses différentes formes. 
4) la quantité de protons Ïix&e par Le citrate intravésiculaire. 
Les conditions initiales sont les suivantes: 
- un volume vdsiculaire de 10 p x mg” prot., 
- un contenu vésiculaire en citrate et en -Mg’+ de 25 nmol. x mg“ prot.. 
- un p.K interne initial de 3, 91, susceptible d’atre mcdifié ou non. 
- un pH externe constant de 7, 5, 
- les valeurs de J&et de JK. sont égles .1 15 nmol. x mg-’ prot. X un-~” y 
- les valeurs de Km et de KU, sont à déterminer : 
- soit Km = K’g = Kz = 0,3624 m.Wl 
- soit K’G et Km sont différents l’un de l’autre, 
( 
Km = 0,3624 mM 
K’z l 1.4103 mlM 
Il en résultera les diffireates simulations contenues dans les figures 
8.14, 8.15, et 8.16 rendant compte du bien fondé relatif des deux hy@Gses 
énoncees, dans les diffbrentes situations svoquées initialement-( foncüonne- 
ment de la pompe-a-protons. flux couplé de Mgaf,‘. . .). 
Tour les courbes C,D,G et H, les symboles sxivants sont employés : 
(- a-* -) gmr RH: ,(-h-A-) pour E?H”, (-3 --a -) -ur RH?vf ,(-• -m -) 
pour R et (- ZI --o -) pour RM. 
- 393- 
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COMPA&USON DE$ DEUX HYFOTfiESES .DE TRAVAIL : 
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sont cou plés - - 
Figure 8.14 
COMPARAISON DES DEUX HYWTHESES DE TRAVAIL : 
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COMPAlUISON DES DEUX HYPOTHESES DE TIUVAIL : 
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Figure 8.15 




B) LE pH lNT%RXE EST CONSTANT 
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Kex f Qn 
/----------v-e- 




Les flux de citrate 
et de Mgr+ sont -- 
coupl&5 
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F-------- ----- Kex = Kin 
LE pH INTERNE 
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D 
/.-.-A Kex # Kin 
/ 
i 
e---------p Kex = Ki,, 
I 
I ZD II 60 e *o 10 ‘0 
temps (min) 
LA POMPE 
.imTONs LE pH TNTERNZ 
FONCTIONBZ RESTE CONSTANT - -- 
’ _ 
Les flux de citrate 
et de Me: zf ne sont 
pas couplés 
Figure 8. 16 
COMPARAISON DES DEUX HYPOTHESES DE TRAVAIL : 
AlMPLITmE DE LA FlXATION DE PROTONS PAR LE -- 
CITRATE lNTRAVEXCUL4IRE 
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FORMALISATION EMPIRIQUE DE W,VARIATION 
DU pH INTRAVESICULAIRE EN FONCTION DU TEMPS 
La courbe empirique trouv8e, corresponchnt ? la relation (8.8 ) 
est ajustge aux valeurs expbrimentales dx pH interne, calcul&s % partir de 
la distribution transmembranaire de “JC-méthylamine ( A 1. 
-- 399- , 
Figures 19. et 20 
INFLUENCE DU M4GNESfUM EXTERNE LIBRE ET DU CONTENU VESICUIAIRZ .-__ 
INITIAL SUR LE FONCTIONNEMENT DU TRANSPORTEUR DU CITRATE 
I SELON UN ANTIFORT RH O’- /B+ET EN ABSENCE DE FLUX COUPLE DE M ii*) 
Les conditions initiales sont les suivantes : 
- un volume v4siculaire de 10 fl x mg” prot., 
- un contenu v4siculaire en citrate et en Mgz+, variant de 2,5 a 
50 nmol. x mg-’ prot. 
- un pH interne initial de ($91 
- le milieu v4siculaire s’acidifie gr;tce au fonctionnement de la 
pompe-à-protons 
- un pH externe constant de 7,5 






- les valeurs de Jm (fiAx= Js= sont diffkeates dans les trois cas 
considérh : 
- pour [citrste]in - 2.5 mlM, Jm = 9 nmgl x ~A~tng’~~t. 
- pour [citrat& P 10 miii Jm& 6 nmol x nui-’ x mg-’ prn:. 
- pour [citzateln I 50 mM, Jm, 4 nmDL x mn” x mg-’ prot. 
Le programme de calcul nous permet d’obtenir : 
1) la cinétique d’incorporation du citrate 
2) la cinetique d’accumulation du citrate 
3) la distribution intrav&siculaire du citrate en ses differentes forme::.’ 
4) la quantite de protons fixée par le citrate intravésiculaire 
Il travaille avèc lhypothhe que le transporteur du citrate fonctionne 
selon un antiport RHz’/H+ et que le flux de citrate n’est pas associé avec us; 
flux couplé de Mg». Deux situations sont considérhs : [Mg’+Jex libre est &$; !. 
soit a 0 mM, soit B 5,2 mM. 
Pour les courbes C, F et 1, les symboles suivants sont employés *f-t .) 
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Fipre 8. 20 
INFLUENCE DU MAGNESIUM EXTERYE LIBRE ET DU CONTENU 
VXSICULAIRE INITIAL SUR LE FONCTIONNEMENT DU TRANSPORTEUR -- 
DU CITFATE (SELON UN X-JTIPORT RH” ,EET EN ABSENCE DE FLUX - 
COUPLE DE M::‘+l a) [>lq*+]ex. LIBRE = 5. 2 mM 
- 402 - 
utilisés 
II ,. . (transports ou 
Figure 8.21 
SCHEMA DU FONCTIONNEMEXT DU TRANSPORTEUR 
DU ClTRATE SELON UN MECANISME XXTIPORT RHZ-‘H+ 
Ce schéma rend compte de tous les resultats expérimentaux 
exposes dans le paragraphe TV. Les pompes électrogéniques (affectant le 
potentiel transmembranaire) sont figurées en ombré. 
Le magnésium pén?tre dans le compartiment vésiculaire gtice 
au fonctionnement d’un transporteur (dans un flux couplé au citmte ?). 
Mais, il n’est pas blectrog$ne. L’efflux est peu probable. La COT~~,- 
Pens&ion de charge pourrait impliquer un mouvement de Hi ou de K+ . 
- 403 - 
RH*- 
Figuk a. 22 
DIFFERENTS ETATS DU COMPLEXE TR4NSPORTEUR 
Ce sch6ma mat&ialise les trois états dans lequel se trouve le 
transporteur dans la phase intra-membxanaire [ ‘?- , (a) et (b)]. 
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incorporation 
de citrate 
(nmol. x mg prot.) LA POMPE-A-PROTON§ 
NEFONCTIONNE PAS- 
100 - 
LA POMl’E -A - PROTON§ 
100 
! 




[ Mg 29 ex = 5 mlM 
B 
Lx POMPE-A PROTONS -----. 
NE FONCTIOmE P.4S 
(PARNQUE DE SUBSTRhT 
O-PAR INHIBITION) 
(ATP~x ou(ADp]ex, Srn>.i 
0,934a mM 
1oll le cas écheant, 1 mM X-CFP 
Je’ - Jin max- max= 9





INFLUENCEDUPOTENTIELTRANSMEMBRANAIRESUR _ .--_- -_------ 
L’INCORPORATIONDECITRATE DANSL’HYPOTHESE 
D’UNE MODIFICATIONDU FLUX MAXIMUM _.-------_ ----.--_----- 
Dans le cadre de l’hypothèse du fonctionnement du transporteur du 
citrate selon un mécanisme antiport RH 2- /H+et en absence de couplacre 
avec un flux de Mg 2+ , les simulations sont effectuees en reprenant les 
conditions initiales décrites dans la l&ende des Figures 14,15 et 16 
Toutefois, la pompe à protons ne fonctionne pas dans les motifs A, B et C. 
Le pH interne est 5,91. Les autres conditions sf,nt pofjees directement 
sur les courbes. Jm est exprime en nmol. x mn x mg prot. 
Par ailleurs, les symboles suivants sont employes : (- ) pour les 
valeurs expérimentales obtenues (cf. Fi!:ure 7.12, courbe B) et ( l ) peur 
le motif (5 mM ATP--MzL++ 1mM FCPP) (courbe B) correspondant à des 
rbultats non présentes dans ce travail (B. MARIN et al, 1981). _.._- 
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face état face 
externe activé interne 
T,H$,RHe; T,H&,RH$- 
Figure 8.24 
VARIATIONS D’ENTHALPIES LT-ES STANDARDS ASSOCIEES 
A LA DISSOCIATION DE LA FORME ACTIVEE DU TRANSPORTEUR 
Ce schéma matérialise les vkations d’enthalpies libres s&n&;,ds 
correspondant 3 la dissociation des formes activées du transporteur T.., 
A CT, sur la face externe, A G** sur la face interne. 
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incorporation de citrate 
(exprimée en pour-cent 
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INFLUENCE DU pH EXTERNE SUR L’INCORPORATION DU 
CITRATE COMPARAISON ENTF?E u COURBE PREWE PAR ~-~- 




lisolé frekhcmwt du latex) 
Compartiment 
vésiculaire vacuo-lysosomal 
1enqendr.S a partir dr 
: memhran~s lutoidiques lyophilisées) s 
: [clin : [clex : Potentiel : OI-fgllle : [girl : lclex : Potentiel I 
: (en mtl) : (en mtl) : dE Nernst : des données : (en mtl) : (en rnM) : de mcnr;t : 
: calclll8 : : calcule : 
: (s?ll "VI : : (en mV) : 
:--------------:---------:---------:--------------:-------------------:---------:--------------:--------------: 
K+ : 112.0 i 93.3 : - 4.8 : H. COUFE (1977j : - : - 
: 104 : 122 : i 4.1 : D. RIBAILLIER (72): 
:--------------:--------- :---------:--------------:-------------------:---------:--------------:--------------: 
z+ : 
,*¶ : 64.3 : 17.8 : -16.5 * : H. COUPE (13771 : 
: 33.1 I 1.19 : -42.R : D. RIBAILLIER (72): 5 : 0.01 a 0.05 i-53.2 a -73.9 : 
:-------.-------:---------:---------:--------------:-------------------:---------:--------------:--------------: 




ca : 1.34 : 0.56 : -11.2 : El. COUFR (1977) : - : - 
:-------------- :---------:---------:--------------:-------------------:---------:--------------:--------------: 
+ 
Na ; Fas de 
traces 
; Pan de ; 
traces : M. COUFE (1977) : - : - :--------------:---------:---------:--------------:-------------------:---------:--------------:--------------: 
pog- : 40 : 15.5 : +24.4 : D. RIRAILLIER (72): 
: acide- : 65 : 5.4 : +64,0 : M. COUPE (1977) : 103 15 i 0.2 à 0.3 :+90,2 à +114,n: 




jA la valence : 
: 10 à 20 j 8 a 20 
près, de : 
:+17,8 ~3 +23,6 1 
J.L. JAC"" (comm. : 
malique  pers. 
A la valrnce 
Acide i : J.L. 
in la val?nce ; 
pris, AF! : 
citrique 30 il GO 1 
:prGs, de : 
1,s 
JRCOR (Comm. : 
:+ 77 à + 34.8 ; pprs.) 5 : 5 ;-6on-s0 : 
Tableau 8.1 
COMPARTIMENTATION IONIQUE DES LUTOIDES ET 
DES VESICULES VACUO-LYSOSOMA-S 
Le potentiel de Nernst est calculé à partir des activités 
externe et interne de chaque ion j, et la tempkature de 25’C, selon 
la relation : 
Enj = El,, - Eex = RT ln aj u< = 59.2 log aj ex (en mV) 
5-F 
7 
al” ZI djl” 
En supposant que la distribution txa~membranairewest à l’équilibre. 
Dans cette approximation, la concentration est identifiée it l’activitb 
(le coefficient d’activité étant suppos& égal à l’unit8). Le terme Zj 
représente la valence de l’ion considére. 
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Concentration du milieu 
d'incubation en citrate 
(mM) 
: Concentration:--------------------------------------------------------------------------------: 
: du milieu : 
: d'incubatign : 5 30-50 
: en ATp+,gZ :----------------------------------------:-----------------------------------~.---: 
(mM) : 
: Effet sur A'Q : Effet sur ApH : Effet sur A'Q : Effet sur bpll : 
:--------------:--------------------:-------------------:-------------------:-------------------: 
:- Hyperpolarisation :- ~11 ex est cons- : 
: auplusdc25mV : tant si le pou- : 
: ou hout de 20 mn : voir tampon du : 
: à 30°C : milieu d'incuba- : 
: (Fig. 0.5, courbe : tion est suffi- : 
: A) : sant 
:- Possibilité d'une : (Fio. 8.5. 
dépolarisation du : &JrbEs D et E) : 
mCme ordre de :- Acidification du : 
grandeur (25 mV) : milieu d'incuba- : 
(Fig.6.7, courbes : tion si ce pou- : 
A et 8) : voir tampon est : 
mois elle n’est : insuffisant. : 
pas spécifique de :- pH in peut deve- : 
l'addition du ci- : nir 1égPrement : 
trate : elle est : alcalin (en mi- : 
observée sur le : lieu phosphate) : 
mti f t6moin :- pR in est norma- : 
(Fig. 6.7, courbes: lement constant : 
A et. R) : (Fig. G.l. cour- : 
: beo A et B, Fig. : 
: 6.2.) 
:- Ddplarisation de :- Acidificntion du :- Epolarisation :- Alcalinisation du: 
: l'ordre de -90 mV : milieu d’incuba- : instantanée de : mi lieu i.ntra- : 
: (Fig. G.‘?, courbe : tion si son pou- : l'ordre de -30 : vésiculaire : 
: B) excédant celle : voir tampon est : à -50 mV : (Fig. 8.5, cour- : 
: du témoin de 65mv : insuffisant : (Fig. 8.5, cour- : be F) estim& ?i : 
: (meme ordre de : (Fi'j . 7.11, Co"r-: be CI. : 1 unité de pH : 
: grandeur que la : bs A). :- Alcalinisatlon du: 
5 : déplarisation in-:- Acidification du : : milieu interne : 
: duite par l'addi- : milieu intra- : : fonction de la : 
: tinn d'A?.P-Mg?+) : vésiculaire : concentration f?x-:’ 
: (Comparaison avec : (Fig. 6.1., cour-i : terne (Fig. R.9, : 
: la Fig. G.10). : Le R, et Fig. : : courbes A et Dl. : 
: 6.2.) estimée : 
: di‘ l'ordre de : 
: 0,3 à 0,s unitAs : 
: de pH (Fig. 6.1, : 
: Courbe 9). 
--:------- -2. 
Tableau 8. II 
CA.l?ACTERE ELECTROGENE DU TRANSPORT 
DU CITRATE 
Ce tableau a pour but de récapituler les diffkentes 
observations démontrant le caractère électrophe du transport du 
citrate. 
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I CnnIltlon4 datrd If?s VIISIC1IlPS : 
t Cnndltlrrnr : 
)--------------:--------------t---------------:--------------:--------------~--- --P.--------f 
I dans le n1Ilru : 
: rsron’trer 2 (1) i 
< 
(21 t (3) t (4) : F) : IS) i 
I ns incuhatlon : optlmnlr~ ? l’ATrar;- t Id*m A (1) : 1dcm A (1) : 1d*n L (1) ? Id-8” A (1) : 
:nr fnnct‘nnrw : r*,,r qur : FJUf ,ue : savr qw! : ma,a f 
I p7s : A? = -Ino mv , Apll = 0 t l’nntfport : w?q)ln - 0 : 
:. I : ne fonc~lnnwt 
f pas : 
:-------------------?--------------------~--------------~--------------:--------------:--------------~--------------:--------------: 
: 
f Pli 7.5 6.0 t K.‘> r 6,O ! 7.5 : 6.0 : fi.0 : 
: AT cl : -10 IV :. -100 mV : -100 mV : -10 mv : -10 mv : -10 mv : 
: Icrtrrtel : 5mti 2.5 rn” : 2.5 mtl t 2, 5 tilt.4 : 2.5 mtt : 2.5 mti : 2.5 ml, : 
: [wq*+l 11txa : 0 2.5 * : 7.5 mn : 2.5 mn : 2.5 mtl s 2.5 I?#l ? 0 WI,, : 
: 0” 0,934n rnH lors-: t 
? que 5 nH m-Mq” : 
I est ajouta. I .: 
: * I 
: 1) Ily~thï?sr d*on tlax “on mw,.,(l ,,vr?c le tl<,x de ,$‘. 
- -.- --- 2. 
* I * 
: Z--l : 95.1 I 2.7 : 3.7 : 42.2 : 5.4 : 75.0 : 
I 9 t 
: Z--J : 41.1 : 0 : 0 t 22,1 : 2.1 : 27.R : 
I ----_ ..- --~- - p----L 
: Z--l : WJ,fi : 0 : 1.9 : 114.3 : 2.7 291.3 t : 
t z--3 : 72.h < 0 : 0 : ZI.0 I 0.i 32.4 2 : 
I t --- -L-- ---A ---i 
Tableau 8. III 
CAPACITE D’ACCUMULATION DU CITRATE 
PAR UN COMPARTIMENT VESICUJ.&RE VACUOLAIRE 
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